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RÉSUMÉ
Les cellules folliculostellaires (FS) de l’hypophyse antérieure (HA)
forment un réseau de communication dans celle glande. Grâce à cette
communication intercellulaire, elles peuvent moduler la sécrétion hormonale
intrahyphophysaire. Ce sont des cellules capables de produire et de répondre à
plusieurs molécules bioactives dont les cytokines. À l’aide des cellules modèles
TtT/GF, nous avons observé que les cytokines proinflammatoires lfN-y IL-J f3 et
TNF-o induisent une diminution significative de la communication intercellulaire
médiée par les jonctions communicantes entre les cellules FS. De plus, l’IL-lf3 et
le TNF-Œ induisent, en parallèle à la diminution de la CIJG, une
déphosphorylation de la Cx43 en Ser36$. Particulièrement, le TNF-o induit la
déphosphorylation de la Cx43 déjà assemblée en jonctions communicantes. Nos
résultats montrent que la PP2A et la PKC, entre autres, seraient impliquées dans la
voie de signalisation menant aux changements de l’état de phosphorylation de la
Cx43 en Ser36$ et aux changements dans le niveau de communication
intercellulaire entre les cellules fS médiés par le TNF-Œ. Les effets de l’IfN-7,
l’IL-l f3 et le TNf-Œ sont rapides et transitoires, soulignant la capacité des cellules
fS de répondre rapidement aux signaux intrahypophysaires afin de moduler la
sécrétion hormonale et la production de molécules bioactives via un réseau de
communication.
MOTS CLEFS : cellules folliculostellaires, connexine43 phosphorylée, jonctions
communicantes, protéine kinase, protéine phosphatase.
iv
SUMMARY
The folliculostellate (FS) celis of the anterior pituitary (AP) form a
communication network within the gland. This communication network enables
the FS celis to modulate hormonal secretion within the AP. The FS celis can
produce and respond to many bioactive molecules including cytokines. Using the
celi une TtT/GF as a moUd for FS celis, we show here that the proinflammatory
cytokines IfN- IL-1, and TNF-a are capable of significantly reducing gap
junction-mediated intercellular communication (GJIC) betwccn the TtT/Gf celis.
furtherrnore, the reduction of GJIC by IL-1f3 and TNf-a is linked to a
dephosphorylation of the Ser36$ residue of Cx43. lnterestingly, TNf-cL mainly
induces the dephosphorylation of gap junction-assembled Cx43. Our results
indicate that PP2A and PKC, among other molecules, may be involved in the
signaling pathway leading to changes in the phosphorylation statc of Cx43 and
GJIC when FS ceils are exposed to TNF-u. The effects ofIFN-y IL-1f3 and TNF
cx are rapid and transient, highlighting the ability offS ceils to respond rapidly to
proinflammatory signais and therefore to modulate hormonal secretion and
production of bioactive molecules thanks to GJIC.
KEY WORDS: folliculostellate cells, phosphorylated connexin43, gap junctions,
protein kinase, protein phosphatase.
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1. INTRODUCTION
1.1. L’HYPOPHYSE, UNE GLANDE MAÎTRESSE
II existe dans tous les organismes pluricellulaires un mécanisme
permettant aux divers systèmes, organes, tissus et cellules une certaine
communication. Sans cette communication, l’organisme ne pourrait se
développer, se reproduire, ou même fonctionner normalement. Afin de satisfaire
ce besoin, les organismes pluricellulaires ont développé le système endocrinien et
le système nerveux. L’interaction dc ces deux systèmes est coordonnée par
l’hypothalamus, un centre de contrôle important du système nerveux autonome
(1).
Chez tous les vertébrés, on retrouve l’hypophyse, une glande ne mesurant
que 1,5cm de diamètre chez l’humain, associée à l’hypothalamus via des
prolongements nerveux et des vaisseaux sanguins. L’hypophyse est située dans la
selle turcique de l’os sphénoïde, une dépression de la base crânienne (schéma 1).
Elle est souvent décrite comme étant la glande maîtresse puisqu’elle exerce un
contrôle hormonal sur l’activité de plusieurs autres glandes endocriniennes
comme, par exemple, la glande thyroïde (1, 2).
1.1.1. Anatomie et vascularisation
L’hypophyse peut être divisée en deux parties majeures:
l’adénohypophyse et la neurohypophyse (schéma 2). L’adénohypophyse est la
partie glandulaire de l’hypophyse. Elle est dérivée de l’ectoderme de la cavité
orale primitive. L’adénohypophyse comprend trois parties : la pars distalis, la
pars tuberalis et la pars intermedia. La pars distalis et la pars tuberalis forment
l’hypophyse antérieure (HA). La pars intermedia provient d’une partie de la
2poche de Rathke qui est attachée au neuroectoderme. Le rôle de
l’adénohypophyse est de synthétiser et libérer diverses hormones et ce, en réponse
aux signaux provenant de l’hypothalamus et de la circulation systémique. Les
hormones produites par l’hypophyse sont des hormones trophiques, c’est-à-dire,
des hormones qui régularisent l’activité d’autres glandes ou tissus (1, 2).
Schéma 1
Schéma 1. L’hypophyse humaine. L ‘hypophyse est située à la base de
l’hypothalamus dans la selle turcique de l’os sphénoïde. (‘www.indiana.edu
niodfié}
La pars nervosa fait partie de la neurohyphophyse qui comprend aussi
l’infundibulum (la tige qui attache l’hypophyse à l’hypothalamus) et l’éminence
médiane (schéma 2). Le lobe postérieur comprend la pars nervosa. La pars
nervosa se développe à partir du neuroectoderme du cerveau primitif. Plus
spécifiquement, elle est dérivée du diencéphale. La pars nervosa possède des
axones dont les corps cellulaires sont situés dans les noyaux supraoptique et
paraventriculaire de l’hypothalamus (schéma 2). Les terminaisons des fibres
nerveuses sont situées près des capillaires de la pars nervosa et leur portion
3terminale contient généralement des granules de sécrétion nommés corps de
Herring. Souvent associés aux processus axonaux, on retrouve les pituicytes, des
cellules qui ressemblent aux astrocytes du système nerveux central.
Afin de lui permettre d’exercer son rôle dans le contrôle de divers autres
tissus et glandes, l’hypophyse a un système de vascularisation complexe et
développé (schéma 3). Tout d’abord, on y retrouve deux groupes principaux de
vaisseaux : les artères hypophysaires supérieures et les artères hypophysaires
inférieures. Les artères hypophysaires supérieures amènent un apport sanguin à
l’éminence médiane et à l’adénohypophyse. Les artères hypophysaires inférieures
amènent un apport sanguin à la neurohypophyse (1).
Les artères hypophysaires supérieures forment un réseau de vaisseaux
capillaires dans l’éminence médiane et l’infundibulum. Par la suite, ces




Schéma 2. Anatomie de I ‘hypophyse. (Tiré de (1),L
4I’infundibulum (3) (schéma 3). Ces vaisseaux porte forment un deuxième réseau
capillaire dans I’adénohypophyse. Ce réseau complexe de vaisseaux sanguins
permet aux divers signaux d’être acheminés vers la pars distalis de
I’adénohypophyse où se trouvent les cellules responsables de la sécrétion
hormonale.
Schéma 3
Schéma 3. Vascularisation de l’hypophyse. Séquence de la circulation
sanguine: J- apport sanguin via les artères, 2- acheminement vers les capillaires
de 1 ‘éminence médiane et de I ‘infundibulum, 3- drainage via les veines porte, 4-
acheminement du sang vers la pars distalis via les capillaires. (Tiré de (1),)
1.1.2. Influence de l’hypothalamus
Tel que mentionné dans la section 1.1.1., la neurohypophyse se développe
à partir du neuroectoderme de la région du futur diencéphale. Un diverticule,
l’infundibulum, apparaît dans le plancher du troisième ventricule et agrandit
[ir,r_,I irilhil
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5ventralement en direction de la poche de Rathke. La partie distale de
l’infundibulum se différencie pour donner la neurohypophyse. Des groupes de
neurones de l’hypopthalamus envoient des axones vers la pars nervosa et l’EM
(4). Ces neurones hypothalamiques produisent et sécrètent diverses
neurohormones qui sont transportées le long des axones et emmagasinées dans des
vésicules de sécrétion des terminaisons nerveuses de 1’EM et de la pars nervosa.
Les neurohormones libérées dans l’EM passent dans la circulation porte
hypothalamo-hypophysaire. Ces neurohormones, les hormones hypophysiotropes
(releasingfactors) et les facteurs inhibiteurs, modulent la sécrétion hormonale de
I ‘adénohypophyse (4).
L’hypothalamus exerce ainsi un contrôle neurohumoral sur
l’adénohypophyse via les facteurs stimulateurs ou inhibiteurs produits par les
neurones hypothalam iques. Les hormones hypophysiotropes stimulent la synthèse
et la sécrétion des hormones hypophysaires (4, 5). Les facteurs inhibiteurs ont des
effets opposés. La synthèse et la libération des hormones hypophysiotropes et des
facteurs inhibiteurs sont sous le contrôle rétroactif des hormones hypophysaires.
De plus, étant donné que l’EM se retrouve en dehors de la barrière hémato
encéphalique, la sécrétion des hormones régulatrices hypothalamiques est sous
l’influence de facteurs de la circulation systémique (4).
Les neurones qui synthétisent les hormones hypophysiotropes et les
facteurs inhibiteurs sont localisés dans divers noyaux de l’hypothalamus (4).
Généralement, chaque neurohormone est sécrétée par un type cellulaire spécifique
et agit sur un type cellulaire déterminé dans l’adénohypophyse. Par exemple,
l’hormone hypophysiotrope GnRH (gonadotropin releasing hormone) est
impliquée dans le contrôle hypothalamique des cellules gonadotrophiques qui
6synthétisent et libèrent les hormones folliculo-stirnulante (f51-!) et lutéinisante
(LH) (5). La dopamine (DA) hypothalamique est sécrétée dans les capillaires de
l’EM et transportée via la circulation porte jusqu’aux cellules lactotrophes où elle
inhibe la synthèse et la libération de la prolactine (5). Par contre, certaines
neurohormones agissent sur plus d’un type cellulaire de l’hypophyse. La
somatostatine (SST), qui est produite dans la région antérieure de l’hypothalamus,
agit sur les cellules somatotropes où elle inhibe la synthèse et la sécrétion de
l’hormone de croissance (4, 5). Elle agit aussi sur les cellules lactotrophes pour
inhiber la sécrétion de la prolactine (5).
1.1.3. Diversité cellulaire
L’hypophyse est composée de divers types de cellules endocrines qui
synthétisent et libèrent différentes hormones. Les cellules somatotropes sont les
plus abondantes dans l’adénohypophyse. Il s’agit de cellules de taille moyenne et
de forme ovale qui synthétisent l’hormone de croissance (GH). Les lactotropes,
aussi appelées cellules mammotropes, se situent dans le lobe antérieur près du
lobe postérieur. On retrouve deux populations distinctes de lactotropes une
population de cellules de petite taille et de forme angulaire, une autre population
dont les cellules sont de grande taille et de forme ovale. Elles produisent toutes la
prolactine (PRL). Les cellules corticotropes sont des cellules de taille moyenne et
de forme ovale produisant la corticotropine (ACTH), la -lipotropine (j3-LPH) et
l’endorphine. Les cellules thyrotropes sont de taille moyenne et ont une forme
angulaire avec des prolongements cytoplasmiques. Leur rôle est de produire la
thyrotropine (TSR). Finalement, parsemées dans tout le lobe antérieur, se
7trouvent les cellules gonadotropes qui produisent l’hormone folliculo-stimulante
(FSH) et l’hormone lutéinisante (LH) (3).
Les populations cellulaires décrites ci-dessus contiennent toutes des
granules de sécrétion où sont emmagasinées les hormones. Il existe aussi un type
de cellules particulier à Fhypophyse antérieure: les cellules folliculostellaires
(FS). Il s’agit de cellules non-endocrines qui exercent tout de même un contrôle
important sur la sécrétion hormonale.
81.2. LEs CELLULES fS
Les cellules FS furent décrites pour la première fois par Rinehart et
Farquhar il y a 50 ans (6, 7). Ce sont des cellules de forme étoilée qui, lorsque
regroupées, forment des follicules, d’où le terme « folliculostellaire » (6, 7). Ces
cellules possèdent un noyau central de forme ovoïde, plusieurs ribosomes libres
(8), des lysosomes (9-1 1), un complexe de Golgi, peu de mitochondries (12) et
plusieurs longs prolongements cytoplasmiques qui s’étendent entre les cellules
endocrines (13). Ces prolongements permettent aux cellules FS d’entrer en
contact entre-elles et avec les cellules endocrines. Les cellules FS ne constituent
que 5 à 10% de la population cellulaire totale de l’hypophyse antérieure (HA) (3).
On les retrouve généralement en groupements de 2 à 10 cellules (13).
Contrairement à celles-ci, les cellules FS ne possèdent pas de granules de
sécrétion. Les cellules FS produisent des molécules bioactives, entre autres, le
bFGF (14), le VEGf (15) et l’IL-6 (16) pouvant moduler la réponse des cellules
endocrines à divers stimuli. De plus, les cellules FS, dont l’origine reste encore
nébuleuse, expriment un marqueur de cellule neuronale, la GFAP (17) et un
marqueur de cellules du système immunitaire, la protéine S-100 (1$).
Depuis leur découverte, plusieurs chercheurs ont tenté d’expliquer le rôle
précis des cellules FS. Tout d’abord, ils ont suggéré que ces cellules seraient des
cellules souches (19). Puis, il a été suggéré que les cellules F5 pourraient être des
cellules souches spécifiques à l’hypophyse (20), des cellules phagocytaires (21)
ou des joueurs clefs dans le transport de Ca2 (22). Cependant, les résultats
obtenus jusqu’à présent suggèrent fortement que les cellules FS jouent un rôle
dans le contrôle de la réponse hormonale hyphophysaire. Bien que ces cellules
soient non-fonctionelles du point de vue endocrinien, elles ont la capacité de
9produire et de sécréter des molécules bloactives telles que le bEGF (14), le VEGf
(15, 23), la follistatine (15), le LIF (24), le MIF (25) et l’IL-6 (16) qui, à leur tour,
modulent la sécrétion hormonale Par exemple, FIL-6 stimule la sécrétion de PRL,
GH et de LI-l (26). Dc plus, puisque les cellules FS sont le seul type cellulaire de
l’HA pouvant produire le VEGf (27) et que le VEGF est un facteur d’angiogenèse
et de perméabilité de vaisseaux sanguins (28), il est possible que les cellules FS
soient impliquées dans la régulation de l’angiogenèse. Cette hypothèse est
d’autant plus probable puisque les cellules FS se retrouvent souvent à proximité
des vaisseaux sanguins de l’hypophyse (29).
1.2.1. Les cellules FS et la communication intercellulaire
L’hypophyse, étant la glande endocrine maîtresse chez les vertébrés, se
doit d’être dotée d’un système de communication interne. En 2001, le groupe de
fauquier a démontré que le réseau de cellules FS de l’HA forme un circuit
fonctionnel à travers lequel l’information peut être acheminée sur plusieurs
millimètres (30). De plus, cette communication se ferait grâce aux jonctions
lacunaires, ou jonctions communicantes (JC), et impliquerait les cellules FS (31).
Cependant, il existe un grand débat concernant les JC dans l’I-lA ces jonctions se
retrouvent-elles uniquement entre les cellules fS, entre les cellules endocrines, ou
peuvent-elles aussi exister entre ces deux types cellulaires? D’une part, plusieurs
chercheurs ont démontré que les JC n’existent qu’entre les cellules FS (8, 31, 32).
L’apparition des JC dans l’HA coïncide avec l’expression de la protéine S-100,
indiquant le lien étroit entre le cellules FS et les JC (33). De plus, des expériences
de double marquage avec des anticorps contre la Connexine43 (Cx43), une
protéine des JC, et contre la S-100 ont démontré que pratiquement tous les sites
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positifs pour la Cx43 étaient aussi positifs pour la S 100. Donc, la Cx43 se
retrouve dans les cellules FS (34).
D’autre part, il existe une communication fonctionnelle entre les cellules
FS et les cellules endocrines puisqtle les cellules FS ont la capacité d’inhiber la
production de PRL. GH et LH (35). Au début de la microscopie électronique,
Fletcher et col. ont démontré que les JC dans l’hypophyse n’existent qu’entre les
cellules munies de granules de sécrétion (36). Cependant, des expériences faites
sur des cultures primaires de cellules hypophysaires de rats démontrent que les JC
existent non seulement entre les FS, mais aussi entre les cellules FS et les cellules
endocrines (37). Chose certaine, le réseau de JC favorise la communication
intercellulaire et donc la synchronisation d’activité à travers de l’l-IA, permettant
ainsi le contrôle des cellules endocrines par les cellules F S. et vice-versa (37, 38).
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1.3. LES JONCTIONS COMMUNICANTES
Au microscope électronique, les JC représentent un rapprochement très
étroit (2nm) entre deux cellules adjacentes (8, 39). Ce sont des jonctions très
fréquentes chez les organismes pluricellulaires. Leur structure est très
particulière: les jonctions communicantes sont formées d’une plaque de petits
canaux (schéma 4). Les études de cryo-fracture ont montré que chaque plaque est
formée de 100 à plus de 1000 canaux (40-42). Chaque canal est composé de deux
hémi-canaux (HC) qu’on nomme connexon (Cxon). On retrouve un connexon
dans la membrane plasmique de chacune des cellules apposées. Les connexons de
cellules apposées se joignent dans l’espace extracellulaire qui sépare les cellules
voisines. Bien que les hémi-canaux soient scellés ensemble, un espace reste
toujours entre les membranes plasmiques des cellules, d’où le nom anglais «gap
junction». Chaque hémi-canal, ou connexon, est composé de 6 protéines
transmembranaires nommées connexines (43-4$) (schéma 4). L’assemblage des
connexons en canaux entraîne la formation de pores hydrophiles à travers les
membranes plasmiques de cellules adjacentes, permettant ainsi l’échange de
petites molécules (49).
Les cellules connectées via des jonctions communicantes dépendent l’une
de l’autre pour l’échange de petites molécules cytoplasmiques. Ces jonctions
permettent donc la communication intercellulaire directe en permettant le passage
de molécules de petite taille (< I kDA) tels que les métabolites, les molécules
régulatrices (ATP, NAD, 1P3, cAMP,...) et les ions inorganiques (Na, K, Ca2,...)
(37, 50-53). Les jonctions communicantes peuvent être fermées de façon
réversible en réponse à des signaux intracellulaires (54) ou à un changement de
voltage (52). L’étude des jonctions communicantes est importante puisque ces
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canaux jouent un rôle important dans le développement embryonnaire, le contrôle
de la croissance et la fonction des tissus (55).
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Schéma 4
Schéma 4. Représentation de jonctions communicantes. a) Flaque jonctionelle
contenant plusieurs canaux. b.) Décomposition U ‘un canal. (Modifié de (56)).
1.3.1. Synthèse et dégradation des jonctions communicantes
Les jonctions communicantes sont des structures très dynamiques. Des
nouveaux canaux sont continuellement ajoutés aux extrémités de la plaque
jonctionelle et les vieux canaux sont retirés du centre de la plaque (57, 58).
L’acheminement d’un nouveau canal à la jonction communicante se fait en 10 à
20 minutes, et l’assemblage d’une jonction de I trn2 contenant 10000 canaux peut
se faire en aussi peu de temps que 2 heures (58). Bien que certaines étapes de
l’assemblage et de la dégradation de ces jonctions soient élucidées, ces
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Schéma 5. Étapes de la synthèse et dégradation des JC (Tiré de (59».
Tout débute par la synthèse de la Cx, qui est effectuée par les ribosornes
associés au réticulum endoplasmique (RE) rugueux (schéma 5. étape 1) (60. 61).
Le polypeptide final atteint sa conformation fonctionnelle durant son intégration
dans la membrane du RE. Aucun chaperon ne semble impliqué dans le repliement
de la Cx (62). Les connexines sont oligornérisées dans le RE, donnant ainsi
naissance aux connexons (47, 63) (schéma 5, étape 2). 11 semble aussi possible
que les connexons soient assemblés dans le trans-Golgi (43) et que le site
d’assemblage dépende de l’isoforme de Cx (64). L’appareil de Golgi joue un rôle
critique dans la synthèse des JC puisque sa perturbation peut empêcher le
transport de la Cx43, son assemblage en connexons et son transport à la
membrane plasmique (65-67). En effet. plusieurs équipes ont démontré que le
transport de la Cx requiert des phénomènes de bourgeonnements et de fusions
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Cx43 peut être retenue dans l’appareil de Golgi sous forme de connexons, créant
ainsi une réserve (43, 66, 67) (schéma 5, étape 4). Les mécanismes du transport et
dc l’insertion des connexons à la membrane plasmique (schéma 5, étape 5) restent
encore à être élucidés. L’hypothèse courante est que les connexons s’insèrent
dans la membrane plasmique à un endroit autre que la plaque jonctionelle et qu’ils
atteignent la jonction communicante par des mouvements latéraux (59, 73, 74)
(schéma 5, étape 6).
Les Cx et par conséquent les JC, ont un turnover très élevée. Dans les
tissus et les cultures cellulaires, la Cx43 a une demi-vie de 1,5 à S heures et ce
même après son insertion dans la JC (75, 76). Puisque les canaux des JC ne
peuvent pas être séparés en hémi-canaux dans des conditions physiologiques (77,
78), ils sont internalisés sous forme de ‘jonctions annulaires” par des vésicules
membranaires (79-$1) (schéma 5, étape 7). L’internalisation des JC pourrait
impliquer des vésicules de clathrine (79), des phagolysosomes (82) et des
complexes multivésiculaires (81). La dégradation complète des JC implique les
voies lysosomales et protéasomales (70, $2-$6). Ces voies pourraient agir de
façon parallèle, alternative ou séquentielle ($7) (schéma 5, étape 8). La
microscopie électronique a démontré que la dégradation des jonctions annulaires
est assurée, dans certains types cellulaires, par les lysosomes (79). Les lysosomes
pourraient donc représenter l’étape finale de la dégradation des JC (8$).
Les protéasomes, quant à eux, semblent impliqués dans la régulation de
l’internalisation des JC via la dégradation de la Cx43 (88). En général, la
dégradation de protéines intégrales de la membrane plasmique et de protéines
ayant un turnover rapide implique les protéasomes. L’inhibition des protéasornes
induit l’accumulation et le prolongement de la demi-vie de la Cx43, indiquant
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l’implication de la voie ubiquitine-protéasome dans la dégradation de la Cx43
(84). Spécifiquement. la Cx43 phosphorylée intégrée dans les JC est dégradée par
les protéasomes (8$).
1.3.2. Les connexons
Tel que mentionné dans la section 1.3., les canaux des JC sont composés
de deux hémi-canaux nommés connexons. On retrouve un connexon dans la
membrane plasmique de chacune des cellules adjacentes et leur ancrage donne
naissance à un canal de communication intercellulaire (schéma 48). Les
connexons sont formés de 6 protéines transmembranaires, les connexines (Cx)
(section 1.3.3.). Puisque la majorité des cellules expriment diverses Cx. il est
possible que ces protéines s’assemblent en homo- ou hétéro-oligomères (63, $9).
De plus. l’agencement des Cx pourrait amener la formation de canaux
homotypiques (la Cx «un HC s’ancre à la même Cx de l’autre HC) ou
hétérotypiques (l’ancrage des lIC se fait entre différentes Cx) (schéma 6).
Cependant, la formation de Cxons hétéromériques n’est pas aléatoire. Elle dépend
du contexte d’expression des Cx, de leur localisation dans la cellule, et de leurs
voies de ciblage (64). De plus, seules les Cx semblables appartenant au même
sous-groupe (section 1.3.3. et tableau 1) peuvent s’assembler en Cxons (59, 90,
91). Toutefois, il n’est pas encore connti si toutes les Cx du même sous-groupe
peuvent s’assembler entre-elles.
Schéma 6
Schéma 6. Assemblage de Cxons. Les Cxons homomériques sont constitués de
la même Cx. Les C’xons hétéroinériques sont consitués d’un mélange de
cflffe’rentes Cx de la même sous-famille. Les canattx homotypiques se forment par
I ‘ancrage de la même C’x de chaque Cxon tandis que les canaux hétérotypiques se
forment grôce à Ï ‘ancrage de Cx c4ffe’rentes. (Tiré de (92)].
Sous- Nomenclature: Nommenclature: Exemple de site
Groupe lettre Grecque poids moléculaire dexpression
cx cxl 0x43 Coeur
cx cx2 0x38 Embryon
cx cx3 0x46 Oeil
cx cx4 0x37 Poumon
cx cx5 0x40 Poumon
cx cx6 0x45 Coeur
cx cx7 0x33 Testicule
cx cx$ 0x50 Oeil
cx cx9 0x60 Ovaire
cx cxlO 0x46.6 Cochiée
13 131 0x32 Foie
13 132 0x26 Foie
13 I3 0x31 Peau
13 134 0x31.1 Peau
3 135 Cx30.3 Peau
13 36 Cx30.4 Peau
Tableau 1 famille de la Cx
Les Cxons existent aussi sous forme “libres” comme entités fonctionnelles
indépendantes de la JC (73). On nomme ces Cxons libres « hémi-canaux» (HC).
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perméabilité semblable à celle de la JG (73, 93). Dans ce contexte, les HC servent
de moyen de communication entre les milieux intra et extracellulaire et pourraient
jouer divers rôles: régulation du volume cellulaire (74), inhibition des canaux de
calcium (94), libération du glutamate (94), et contrôle de la survie cellulaire (95).
Tout comme pour les JC, la perméabilité des KC est sensible à plusieurs
signaux. Entre autres, les HC sont contrôlés par la concentration de Ca2
extracellulaire, l’état métabolique de la cellule, le potentiel membranaire, l’acidité
intracellulaire et le type de Cx qui forme l’HC (74, 95-98). Cette panoplie de
stimuli et d’effets sur les HC démontre leur rôle important. Les changements de
taux des bIC seraient iiripliqués dans le cancer et les troubles cardiaques (92). De
plus, l’ouverture prolongée des HC contribue à la mort cellulaire (99, 100).
1.3.3. Les connexines
La famille des Cx comporte une vingtaine de protéines ayant un poids
moléculaire entre 25 et 60 kDa. Ces protéines sont exprimées de façon
différentielle dans différents tissus. La nomenclature la plus répandue pour les Cx
est basée sur leur poids moléculaire en kDa (ex: Cx43, une Cx de 43 kDa).
Puisque les Cx peuvent être regroupées en sous-groupes selon la ressemblance de
leur séquence d’acides aminés, une nomenclature plus complète de ces protéines
inclut leur sous-groupe. Une nomenclature complète inclut: l’animal dans lequel
on retrouve la protéine, les lettre « Cx » pour connexine, le poids moléculaire de
la protéine, son sous-groupe, les lettres «Gj » (pour « gap junction ») et l’ordre
chronologique de la découverte de la Cx (101). Par exemple, mCx43GjŒl
indique que la protéine dont on parle se retrouve chez la souris, son poids
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moléculaire est de 43k Da, et elle a été la première Cx du groupe u à être
découverte.
Contrairement à plusieurs autres protéines membranaires, les Cx sont des
protéines très dynamiques. En culture cellulaire, ces protéines ont une demi-vie
de seulement I à 3h (102, 103). Les Cx sont des protéines non-glycosylées ayant
4 domaines transmembranaires, 2 boucles extra-cellulaires, I boucle intra
cellulaire et des domaines N- et C-terminaux cytoplasmiques (104) (schéma 7).
Les différences entre les Cx proviennent des variations dans la boucle intra
cellulaire et dans le domaine C-terminal (105).
Schéma 7
Schéma 7. Structure des Cx. 4 domaines transmembranaires (TIvJ), 2 boucles
extra-cellulaires (EL) contenant des ponts disufure, 1 boucle intra-cellulaire (IL),
domaines N-terminal ‘NH2,,i et C-terminal (COOH) intracellulaires (106,).
L’importance des divers domaines de la protéine est démontrée par le fait





dans la membrane plasmique. Le domaine transmembranaire TMI détermine
comment la Cx est ciblée à la JC et son insertion à la membrane plasmique (107).
Les deux boucles extracellulaires sont très conservées. Dans chacune des boucles
se trouvent 3 résidus cystéine qui lient les boucles par des ponts disulfure. Ceci
permet le repliage de la protéine et stabilise les boucles lors de l’ancrage des
Cxons (65, 108). Le domaine N-terminal sert de signal de sélectivité et il est
responsable de la régulation de l’assemblage de Cxons hétérornériques (47). Le
domaine C-terminal est un signal d’assemblage : il est requis pour la
reconnaissance des sous-unités (47).
Sous certaines conditions expérimentales, la présence de la Cx et des JC
est associée à une activité apoptotique des cellules (109). In vivo, il est possible
que la croissance cellulaire soit contrôlée par des petites molécules pour lesquelles
les JC sont perméables (110). Plusieurs maladies sont issues de mutations dans
les gènes codant pour les Cx dont la maladie de Charcot-Marie Tooth, la surdité
neuro-sensorielle, des anomalies de la peau, et les cataractes (68, 111-113). De
plus, les gènes des Cx sont des suppresseurs de tumeur de classe Il. Leur
déficience augmente la susceptibilité à la carcinogenèse spontanée et induite
chimiquement (114, 115).
1.3.4. La connexine43
La Cx43 est la Cx la plus répandue. On la retrouve dans pratiquement tous
les organes incluant le coeur, l’oeil, le cerveau et l’hypophyse antérieure (116,
117). La présence de cette Cx est nécessaire dans plusieurs phénomènes
physiologiques. Entre autres, la Cx43 joue un rôle critique dans l’embryogenèse.
Une anomalie dans l’expression de la protéine entraîne des malformations
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cardiaques et des anomalies dans la migration des cellules de la crête neurale
(118). Il est aussi possible que la Cx43 et les JC formées par la Cx43 jouent un
rôle dans la réponse immunitaire puisque les cellules NK (< natural killer ») et les
lymphocytes T et B expriment en abondance la Cx43. Son rôle dans la réponse
immunitaire n’est pas encore clair, mais certains chercheurs spéculent que la Cx43
est impliquée dans la régulation de l’activation et le recrutement des lymphocytes
(119, 120). La Cx43 pourrait aussi jouer un rôle indépendant de la JC. Dans
certains types cellulaires, la Cx43 peut inhiber la croissance cellulaire in vitro et in
vivo. Le contrôle sur la croissance cellulaire exercé par la Cx43 semble médié par
son domaine C-terminal (121, 122).
Dans la cellule, la Cx43 a la capacité de se lier à diverses autres protéines.
Par exemple. la Cx43 peut interagir avec la tubuline lors de son transport à la
membrane cellulaire (66), avec l’actine via la débrine afin de garder la Cx43 à la
JC (123). avec les radeaux lipidiqties et la cavéoline lors de la dégradation (124) et
avec la protéine ZO-1 qui semble être impliquée dans le turnover et le remodelage
des JG (125).
Les HC formés par la Cx43 ont des propriétés de « gating » semblables à
celles des JC formées par la Cx43. Par contre, ces HC ont une probabilité
d’ouverture moindre que celle des jonctions (97). L’ouvertcire des HC à base de
Cx43 est généralement induite par des conditions de stress et semble accélérer la
mort cellulaire (93). Dans plusieurs lignées cellulaires issues de mammifères,
l’ouverture des HC à base de Cx43 est bloquée par des activateurs de PKC, une
protéine kinase qui phosphoryle le domaine C-terminal de la Cx43 (73, 126, 127).
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1.3.5. Phosphorylation de la Connexine43
La Cx43 est phosphorylée de façon traductionnelle. Ceci donne naissance
à au moins 2 espèces ayant souvent une migration retardée dans un gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE) lorsque comparées à la forme non-phosphorylée
(NP) qui migre plus rapidement (71, 75, 102). L’état de phosphorylation de la
Cx43 est étroitement lié à la communication cellulaire. Cependant, la
phosphorylation de la Cx43 ne semble pas être requise pour la formation de Cxons
fonctionnels (128, 129). La phosphorylation de la Cx43 jouerait plutôt un rôle
dans le taux d’assemblage et le turnover des Cxons (71, 130). Spécifiquement,
l’état de phosphorylation de la Cx43 influence son cheminement à la membrane
plasmique, son assemblage en structures jonctionnelles, sa dégradation et le
comportement unitaire des Cxons (130-132).
Lors de sa sortie de l’appareil de Golgi, la Cx43 est déjà phosphorylée (67,
133). La phosphorylation de la Cx43 peut aussi se produire dans d’autres
compartiments intracellulaires (67). Cependant, afin d’avoir un effet sur la
communication intercellulaire, la phosphorylation de la Cx43 doit avoir lieu à la
membrane plasmique (67, 75). La majorité des sites phosphorylables sont des
résidus sérine (Ser) (67, 75, 134). 11 semblerait qu’une phosphorylation minimale
de ces résidus soit nécessaire à la communication intercellulaire médiée par les
jonctions communicantes (CIJC) puisque les cellules qui ne peuvent pas former de
JC n’ont pas la capacité de phosphoryler la Cx43 (75). Par contre, plusieurs
auteurs ont démontré que la phosphorylation de la Cx43 entraîne une diminution
de la CliC, qui est rétablie par la déphosphosrylation de la protéine. Les effets
d’un changement dans l’état de phosphorylation de la Cx43 semblent dépendre du
type de cellules étudiées et des conditions expérimentales.
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In vivo, la Cx43 peut être phosporylée sur plusieurs résidcis dont au moins
21 sérines (schéma 8). Jusqu’à présent, on connaît au moins 5 protéines kinases
(PK) capables de phosphoryler la Cx43 (127). La phosphorylation de la Cx43 est
un système de contrôle de la CIJC très complexe qui dépend dci type cellulaire,
des conditions expérimentales, des PK et des sites de phosphorylation impliqués.
Parmi les PK capables de phosphoryler la Cx43, on retrouve la MAPK, la
PKA et la PKC. La MAPK phosphoryle la Cx43 de façon directe sur trois résidus
(Ser255, Ser279, et Ser282) (135, 136). Lors de son activation via l’EGF, la
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Schéma 8
Schéma 8. Sites de phosphorviation de lu (‘x43. Les PK sont indiquées dans le
côté droit supérieur et codées par couleur avec les résidus qu’elles phosphorvient.
(138,).
La PKA est composée d’un domaine catalytique C et de deux sous-unités
régulatrices R. Les sous-unités R gardent le domaine C inactifjusqu’à ce qu’elles
lient l’AMP cyclique (AMPc). De plus, les sous-unités R permettent le ciblage de
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la PKA vers son substrat ou vers un pooi d’AMPc (139, 140). L’activation de la
PKA via l’AMPc entraîne une augmentation de la phosphorylation de la Cx43 en
Ser364 et une augmentation de la CIJC via l’acheminement des Cxons à la
membrane plasmique (54, 141). La PKA pourrait aussi participer au maintien de
la perméabilté basale des JC formées de Cx43 (142).
La famille de la PKC comprend 12 isoformes classées en 3 sous-familles
selon leur sensibilité au Ca2+ et au diacyl glycérol (DAG), au Ca2+ seulement
ou à ni un ni l’autre (revue dans (143)). Chaque isoforme a des substrats
particuliers et leur activité est généralement localisée à la membrane plasmique,
dans les endosomes, dans l’appareil de Golgi ou dans le noyau cellulaire (revue
dans (143)). La PKC phosphoryle directement la Cx43 en Ser368. Généralement,
la phosphorylation du résidu Ser368 par la PKC mène à une diminution
significative de la CIJG (132, 144, 145). Par contre, dans certains types
cellulaires, la phosphorylation de la Cx43 par la PKC cause une augmentation ou
aucun changement de la CIJC (146-148). La PKC pourrait même être impliquée
dans le maintien de la perméabilité basale des JG (149). L’effet de la
phosphorylation de la Cx43 médiée par la PKC sur la CIJC est donc dépendant du
type cellulaire étudié (132) et des isoformes de PKC impliqués.
Puisque la Cx43 est une phosphoprotéine, il doit exister un mécanisme
permettant sa déphosphorylation. En effet, la Cx43 est le substrat de plusieurs
protéines phosphatases (PP) dont la PP1, la PP2A et la PP2B. Dans la cellule,
l’unité catalytique de la PPI se retrouve liée à diverses protéines régulatrices,
permettant son ciblage ou la modulation de son activité envers différents substrats
(revue dans (150) et (151)). La PPI peut déphosphoryler la Cx43 possiblement
via une interaction directe (152). Dans la cellule, l’inhibiteur-1 inhibe la PPI.
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L’inhibiteur-I est activé (phosphorylé) par la PKA et déphosphorylé par la PP2A
et la PP2B (153).
Généralement, on retrouve la PP2A sous forme d’hétérotrimère composé
d’une sous-unité catalytique, d’une protéine d’assemblage et d’une sous-unité
régulatrice (154). La sous-unité régulatrice permet le ciblage de la PP2A à divers
domaines cellulaires qui sont souvent les mêmes que pour la PPI (154, 155). Tout
comme la PPI, la PP2A peut déphosphoryler la Cx43. Cette interaction peut être
directe, mais pourrait aussi se faire grâce à la formation d’un complexe PP1-PP2A
avec la Cx43 (152). Il est aussi possible que l’effet de la PP2A sur la Cx43 soit dû
à l’inhibition des voies de signalisation impliquant la MAPK (156) ou par la
déphosphorylation et donc l’inactivation de la PKC (157, 158).
La PP2B, ou calcineurine, se compose de 3 sous-unités : la sous-unité
catalytique, la sous-unité régulatrice et la calmoduline (159). Cette PP dépend du
Ca2 pour son activation et peut en revanche contrôler la relâche de Ca2 par les
cellules grâce à son interaction avec le récepteur d’1P3 (159, 160). Bien que la
PP2B semble pouvoir déphosphoryler la Cx43 (145), il n’est pas connu si cette PP
interagit directement avec la Cx43 ou non. Cependant, certains chercheurs ont
trouvé que la PP2B pourrait interagir avec la PKA et la PKC (161, 162).
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1.4. LES CYT0KINEs
Bien que les JC constituent un important moyen de communication
intercellulaire, les cellules peuvent communiquer de plusieurs autres manières.
Elles peuvent libérer ou capter des molécules de signalisation, comme les
cytokines. Les cytokines sont de petites molécules de communication jouant un
rôle important dans l’homéostasie et dans la communication intercellulaire. Ces
molécules sont produites en réponse à divers signaux captés à la surface cellulaire.
Dans le cas qui nous intéresse, les cytokines agissent sur l’hypophyse au niveau
du contrôle de diverses fonctions endocrines (163). Plusieurs cytokines telles que
l’IFN-’y, l’IL-113 et le TNF-Œ sont exprimées dans l’hypophyse (164) ou elles
peuvent y être acheminées via le système sanguin suite â une production distante
(165).
1.4.1. L’interféron-y
L’IfN-y a été découvert il y a 40 ans dans les surnageants de préparations
de lymphocytes (166). Il s’agit d’une cytokine de la famille des IfN de type 11 ou
immunitaire. En effet, l’IFN-y est connu pour son activité antivirale et
immunomodulatrice (167). L’IFN-’y est produit par les cellciles T et NK et il est
biologiquement actif sous sa forme hétérodimérique (16$).
Cette cytokine joue un rôle dans la réponse immunitaire, inflammatoire,
antivirale et apoptotique (revue dans (169)). Son rôle le plus important est
l’activation de phagocytes mononucléaires, permettant ainsi la production d’autres
cytokines comme l’IL et le TNF (167). Les récepteurs de l’IFN-y sont exprimés
de façon ubiquitaire à la surface des cellules possédant un noyau. L’étude de cette
interaction a mené à la découverte de la voie de signalisation JAK-STAT utilisée
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par plusieurs autres cytokines (170, 171). Suite à la liaison de l’IfN-’y à son
récepteur, la protéine JAK est phosphorylée et activée, ce qui mène à la
phosphorylation et l’activation de STATJx. STATIŒ se transloque au noyau
sous forme d’homodimêre menant ainsi à la transcription de gènes en réponse à la
stimulation à Ï’IfN-ï(172, 173) (schéma 9).
L’IfN--y semble affecter les cellules hypophysaires. Le groupe de
Vankelecom a démontré qu’un traitement de cellules hypophysaires avec l’IfN-’y
induit une diminution des taux de sécrétion d’ACTH, de GH et de PRL (1 74). Ce
phénomène est observé seulement lorsque les cellules FS sont présentes (174).
Ceci indique que l’IfN-7 pourrait possiblement agir au niveau de la
communication intercellulaire entre les cellules F5 ou entre les cellules FS et les
cellules endocrines. Dans plusieurs autres types cellulaires, l’IfN-y peut modifier
la CIJC et même les niveaux de Cx43. Bien que certaines études démontrent un
effet négatif de la cytokine sur la communication intercellulaire et le taux de Cx43
(175), d’autres études démontrent un effet positif sur la communication
intercellulaire ainsi qu’une augmentation du taux de Cx43 (176). Il semble donc
que l’effet de l’IfN-y sur la CIJC et sur le taux de Cx43 présente dans la cellule
pourrait dépendre du type cellulaire et du temps d’incubation avec la cytokine.
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1.4.2. L’interleukine-113
En 1960, le groupe d’Atkins décrit un «facteur activateur de
lymphocytes » impliqué dans la fièvre (177). Il s’agissait de l’IL-l 13. L’IL-l 13 est
une cytokine proinflammatoire pouvant exercer des effets biologiques sur
pratiquement toutes les cellules du corps. De plus, elle peut inhiber l’expression
de ses propres récepteurs (revue dans (17$)). LIL-1f3 est une cytokine
particulière. Contrairement aux autres cytokines, sa séquence d’acides aminés ne
contient pas de séquence de signalisation. Il en découle que son mécanisme de
sécrétion n’est pas encore bien compris. De plus, les cellules sont capables de
synthétiser un antagoniste de l’IL-1f3, nommé IL-Ra, qui a pour rôle de se lier au
récepteur et d’inhiber la signalisation en empêchant l’IL-l 13 de s’y lier (revue dans
(179)).
Plusieurs types de cellules peuvent produire et secréter l’IL-l 13. Parmi ces
cellules, les macrophages, les monocytes, les fibroblastes, les cellules T et les
cellules B produisent 1’IL-113 suite à une exposition à des facteurs microbiens, à
Schéma 9
Schéma 9. Voie de signailsation JAK-STA T lors d’une stimulation avec
l’IfN-y(http://www.biocarta.corn).
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diverses cytokines ou à d’autres stimuli (revue dans (180)). Cette cytokine joue
un rôle clef dans plusieurs maladies dégénératives comme ta sclérose en plaque
(181), la maladie d’Alzheimer (182) et le SIDA (183). De plus, I’IL-113 a la
capacité d’induire sa propre production et celle du TNF-a. En revanche, le TNF
x peut induire la production d’IL-113. Il existe aussi une redondance d’effets
biologiques entre ces deux cytokines (revue dans (179)).
Outre sa fonction dans l’inflammation et la réponse immunitaire, l’IL-1f3
exerce aussi des effets neurologiques, métaboliques et endocriniens. Elle peut
aussi moduler la production d’hormones et de divers peptides hypophysaires (184)
grâce à un effet direct sur l’hypophyse (185, 186). Encore une fois, cet effet sur la
glande hypophyse est médié par les cellules FS. L’IL-113 module la production de
follistatine et d’IL-6 par les cellules FS, ce qui entraînerait une modification de la
sécrétion d’ACTH et de FSH dans l’hypophyse (165, 187).
Schéma 10
Schéma 10. Voies de signalisation induites par I’IL-1fi
(http://www.biocarta.com)
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Dans plusieurs types cellulaires, un traitement d’IL-1f3 à long terme peut
causer une diminution de la protéine Cx43 ainsi qu’une perte quasi-totale de la
CIJC (188, 189). Cependant, nous avons trouvé que dans les cellules TtT/GF, une
lignée cellulaire semblable aux cellules FS, une exposition d’une heure à l’IL-1j3
induit une phosphorylation de la Cx43, une augmentation de son turnover et une
augmentation de la communication intercellulaire (190).
1.4.3. Le facteur de nécrose tumorale-a
À l’origine, le TNf-a était défini comme étant un agent de nécrose
tumorale in vitro, d’où son nom « Tumor Necrosis Factor» (191). Mais les
chercheurs ont vite découvert qu’il s’agit d’une cytokine pléiotrope puisqu’elle a
non seulement plusieurs cibles différentes mais elle exerce aussi une panoplie
d’effets (revue dans (192)) (schéma 11). Le TNf-a peut être vu comme une
cytokine proinflammatoire maîtresse puisqu’il s’agit de la première cytokine à se
retrouver dans la circulation sanguine suite à une réponse inflammatoire (193).
Le TNf-a a plusieurs effets directs sur l’hypophyse, entre autres, la
modulation de la production d’ACTH, de PRL, de GH et de TSR (165). Les
récepteurs de TNF-a sont détectables dans l’HA et, fait très peu surprenant, les
cellules FS sont très sensibles à cette cytokine (165, 194). Tout comme l’IL-1f3, le
TNf-a peut induire la production d’IL-6 dans les cellules fS (194).
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Suite à des incubations à long terme (12 heures et plus), le TNf-a cause
une diminution marquée de la CliC dans plusieurs cellules (195, 196). Certains
auteurs décrivent aussi une perte de la forme phosphorylée en Ser36$ de la Cx43
(196), tine diminution du taux de la protéine totale (197) et une transiocation de la
Cx43 vers le noyau périnucléaire (19$). Cependant, l’effet semble dépendre du
temps d’incubation, du type de cellules, et de la concentration de TNf-Œ utilisée.
Schéma 11
Schéma 11. Voies de signalisation induites par le TNf-a
(http://www.biocarta.com)
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1.5. HYPOTHÈSE DE TRAvAIL
Les cellules FS de l’HA sont des cellules sensibles à diverses molécules.
Elles ont la capacité de moduler la sécrétion hormonale dans FI-lA suite à une
stimulation par des hormones et des cytokines. De plus. elles ont la capacité de
communiquer entre elles et avec les cellules endocrines grâce à leur JC.
Dans notre laboratoire, nous avons démontré que les cellules de la lignée
TtT/Gf, qui sont des cellules semblables aux cellules FS (199), sont sensibles au
TNF-Œ et à l’IL-113 (190) Après un traitement de plusieurs heures, ces cytokines
induisent une augmentation du turnover de la Cx43 (190). Ce même traitement
induit une augmentation de la communication cellulaire (190). Puisque les
cytokines ont différents effets selon le temps d’exposition des cellules, l’objectif
de ce projet est de voir si des traitements à court terme avec les cytokines pro-
inflammatoires pourraient induire des modifications dans la communication
intercellulaire entre les cellules TtT/GF. De plus. nous nous sommes intéressés
aux mécanismes impliqués dans ce phénomène.
Généralement, les traitements de courte durée n’ont pas d’impact sur la
synthèse et la dégradation des protéines. Nous nous sommes donc penchés sur
l’état de phosphorylation du résidu Ser368 de la Cx43 suite à une exposition à
court terme des cellules TtT/GF aux cytokines proinflammatoires. De plus, nous
avons éttidié l’effet de ces cytokines sur la communication intercellulaire entre les
cellules TtT/Gf. Afin de différencier entre la forme phosphorylée de la Cx43 en
Ser36$ (PCx43). la forme non-phosphorylée (NPCx43) et la forme totale (Cx43),
nous avons utilisé des anticorps spécifiques reconnaissant la PCx43, la NPCx43
ou la Cx43 totale. Nous avons utilisé ces anticorps dans des expériences
d’irnmunobuvardage et de microscopie à fluorescence, nous permettant ainsi de
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voir la quantité de protéine présente et sa localisation dans la cellule suite à des
traitements avec les cytokines. La communication intercellulaire était mesurée
par la méthode de scrape-and-load. De plus, puisque nous sommes intéressés à la
voie de signalisation impliquée dans la réponse aux cytokines, nous avons aussi
traité les cellules avec des inhibiteurs ou activateurs de PKA, PKC et MAPK,
ainsi qu’avec des inhibiteurs de PPIA, PP2A et PP2B seuls ou avec les cytokines.
Finalement, nous avons utilisé la microscopie confocale afin de voir s’il y avait
une interaction entre la Cx43 et la PP2A ou la PKC.
Nos résultats démontrent que l’IFN-’y induit une perte rapide et transitoire
de la CIJC indépendante de l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser368.
Cependant, l’IL-l et le TNF-Œ peuvent moduler l’état de phosphorylation de la
Cx43. Des traitements à court ternie avec ces cytokines entraînent une perte
rapide et transitoire de la CIJC. Ceci serait dû en partie à une déphosphorylation
de la Cx43. Nos résultats indiquent que la PKC et la PP2A pourraient être
impliquées dans ces phénomènes.
2. MATÉRIELS ET MÉTHODES
2.1. ANTIcoRPs
Anticorps Animal Fournisseur Adresse
Anti-Connexine 43 Lapin Sigma MO, États-Unis
(Cx43)
Anti-Cx43 Phosphorylée (Ser368) Lapin Chemicon ON, Canada
(PCx43)
Anti-Cx43 non-phosphorylée (Ser36$) Souris Zyrned CA, Etats-Unis
(NPCx43)
Anti-Actine Lapin Sigma MO, États-Unis
Anti-PP2A Souris BD Bioscience ON, Canada
Anti-PKC-cx Souris BD Bioscience ON, Canada
Tableau 2. Afzticorps primaires utilisés.
L’anticorps anti-Cx43 (anti-pan-Cx43) reconnaît les formes phophorylées
et la forme non-phosphorylée de la Cx43. Lorsque nous l’utilisons en Western
blot, nous détectons plusieurs bandes qui correspondent à ces formes de la Cx43.
L’anti-PCx43 reconnaît la forme de la Cx43 qui est phosphorylée en Ser368






figure 1. Western blots d’honwgénats de cellules TtT/Gf révélés avec différents
anticorps contre la Cx43. Exemple typique de Western blots lors de l’utilisation
d’anticorps dirigés contre la Cx43 et PCx43. L ‘utilisation de 1 ‘anticoips contre la
Cx43 révèle plusieurs bandes tandis que l’utilisation de 1 ‘anticorps qui détecte la PCx43
montre une seule bande.
Anticorps Secondaire Conjugué Fournisseu r Adresse
.
. Peroxidase Jackson PA, États-UnisAnti-Lapin
f ITC Sigma MO, Etats-Unis
.
. Peroxidase Jackson PA, États-UnisAnti-souris
TRITC Jackson PA, Etats-Unis
Tableau 3. Anticorps secondaires utilisés
2.2. CYT0KINEs ET AUTRES PRODUITS
Pour les incubations avec les cytokines pro-inflammatoires, nous avons
exposé les cellules à des concentrations finales de 2Ong/mL de TNf-o (Roche
Diagnostics, QC, Canada), lOng/mL d’IL-l f3 (Sigma, PA, États-Unis) ou I ng/mL
d’IFN-’y (Sigma, PA, États-Unis).
Nous avons utilisé la forskoline (fK), un stimulateur de l’adénylate
cyclase (Caïbiochem, CA, États-Unis) à une concentration finale dc I5tM. Lors
d’incubations avec le Phorbol-12-Myristate-13-Acétate (PMA), un stimulateur de
la PKC (Calbiochem, CA, États-Unis), nous avons utilisé cette substance à une
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concentration finale de J Ong/mL. Les inhibiteurs de protéines kinases provenaient
tous de Caïbiochem et nous tes avons ulitisés aux concentrations finales
suivantes s lOOnM de Kt5720 (inhibiteur de PKA), 25nM de G56983 (inhibiteur
de PKC) et 2OtM de U0126 (inhibiteur de MEKJ/2). Nous avons utilisé l’acide
okadaïque (OA) (Caïbiochem, CA, États-Unis) à une concentration finale de
lOnM afin d’inhiber la PP2A et à une concentration finale de 200nM afin
d’inhiber la PPJ et la PP2A. La cyclosporine A, un inhibiteur de la PP2B (Alexis
Biochemicaïs, CA, États-Unis), a été utilisée à une concentration finale de IjiM.
Le sel de lithium de lucifer-yellow (LY) utilisé pour les expériences de
communication cellulaire provient d’Invitrogen (ON, Canada). La rhodamine
dextran (RD) provient de Sigma (MO, États-Unis).
Pour la culture cellulaire, nous nous sommes procurés la trypsine chez
Roche Diagnostics (QC, Canada) et l’inhibiteur de trypsine chez Sigma (MO,
Étatas-Unis). Le sérum foetal bovin et le DMEM (Dulbecco ‘s Modfled EagÏe
Mediuni) proviennent de Gibco Invitrogen Ccli Culture (ON, Canada).
2.3. CuLTuRE CELLULAIRE
Dans notre laboratoire, nous utilisons la lignée cellulaire TtT/GF comme
modèle de cellules folliculo-stellaires (fS) de l’HA. Il s’agit d’une lignée
cellulaire immortalisée issue d’une tumeur thyrotropique de l’hypophyse, induite
par radiothyroïdectomie (199). Tout comme les cellules FS de l’HA, les cellules
de la lignée TtT/Gf expriment la protéine fibrillaire gliale acide (GFAP) et la
protéine S-100 (figure 2). Dans l’l-IA, ces protéines ne sont exprimées que par les
cellules ES. De plus, les cellules TtT/GF et les cellules FS sont
morphologiquement semblables: forme étoilée avec des prolongements
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cytoplasmiques, présence de lysosomes, absence de granules de sécrétion,
abondance de filaments intermédiaires dans le cytoplasme et formation dc
follicules (199). L’utilisation de la lignée cellulaire TtT/GF nous permet d’étudier
une population de cellules FS pure. Elle nous permet aussi une plus grande
abondance de cellules, ce qui est important pour l’étude de la communication
intercellulaire. En effet, les cellules TtT/GF communiquent entre elles par des
jonctions communicantes, tel que nous l’avons démontré (190).
Figure 2
Figure 2. Localisation des protéines S-100 et GFAP dans les cellules TtT/Gf
(Micrographies prises par Sara Solinet, laboratoire dit Dr. Vitale).
Les cellules TtT/GF nous ont été données par le Dr Ulrich Renner de
l’institut Max-Planck, en Allernagne. Ces cellules sont incubées dans un milieu
de culture complet DMEM ayant un pH de 7,2 et contenant lOmM d’HEPES,
0,IM de bicarbonate de sodium (NaHCO3), 0,2mg/mL de pénicilline, 0,O5mg/mL
de streptomycine et 5% dc sérum foetal bovin (5% fBS-DMEM). Les cellules
sont incubées à une température dc 37°C dans une atmosphère humide contenant
5% de C02.
À chaque semaine, nous avons repiqué les cellules par la méthode de
trypsination. lmL de trypsine 0,05% dans du DMEM sans sérum fut ajouté à
S-100 GFAP
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chaque boîte de cellules. Lorsque les cellules ont perdu leur adhérence, nous
avons ajouté lmL d’inhibiteur de trypsine 0,1% dans du DMEM sans sérum afin
d’arrêter la trypsination. Par la suite, quelques gouttes de cellules ont été semées
dans des boîtes de culture et les cellules ont été cultivées dans du milieu 5% FBS
DMEM. Après trois jours d’incubation, nous avons commencé les expériences.
2.4. PRÉPARATIoN D’HOMOGÉNATS DE CELLULES TtT/GF
Lorsque les cellules TtT/GF ont atteint une confluence de $0 à 90%, nous
avons récupéré les cellules et nous les avons centrifugées à 1750 x g durant 10
minutes (Beckman GS-6R; Beckman Canada, Mississauga, ON, Canada) à une
température de 4°C. Par la suite, lmL de PBS (NaC1 $g/L, KCI 0,225gIL,
Na2HPO4 2,15g/L, KH2PO4 0,2g/L, pH=7,4) a été ajouté au culot et les cellules
ont été resuspendues. Elles étaient ensuite centrifugées à 1750 x g durant 10
minutes (Beckman GS-6R; Beckman Canada, Mississauga, ON, Canada) à 4°C.
Nous avons répété ce lavage. Après le second lavage, le culot a été resuspendu
dans un tampon PBS contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases
(PPI) (PBS + 1 0tM de bpV, 4mM de Na3VO4, 8OmM de Naf, 2OmM de
Na4P2O2, 2mM d’EGTA, 51g/mL de leupeptine, 5j.ig/mL d’aprotinine et 2mM de
PMSF). Nous avons ensuite soniqué les cellules durant 30 secondes (Fisher Sonic
Dismembrator Model 300).
2.5. FRAcTIoNNEMENT SUBCELLULAIRE
2.5.1. Fractions Triton-insolubles et Triton-solubles
Nous avons préparé les fractions solubles et insolubles dans le Triton à
partir des hornogénats de cellules totales. Les cellules ont été récupérées tel que
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décrit en 2.4. Suite à la sonication, les cellules furent centrifugées à 1500 x g
(Beckman GS-6R; Beckrnan Canada, ON, Canada) à 4°C durant 10 minutes afin
de se débarrasser des noyaux et des débris cellulaires. Nous avons récupéré le
surnageant (SI) et nous y avons ajouté du Triton X-100 à une concentration finale
de 1%. La suspension était placée sous rotation à la température de la pièce
durant 30 minutes. Par la suite, elle est centrifugée durant 15 minutes à 15000 x g
(Beckman Microfuge E; Beckman Canada, ON, Canada) à 4°C. Le surnageant
(S2) est considéré comme la fraction Triton-soluble. Le culot cellulaire (PI) est
considéré comme la fraction Triton-insoluble. Elle est dissoute dans du tampon
RIPA à un volume égal au culot. Dans la fraction insoluble, nous retrouvons des
protéines typiques du cytosquelette la chaîne légère de la myosine, l’a-tubuline
ainsi que le GFAP. Par contre, ces protéines sont absentes de la fraction soluble
(200).
2.6. DOSAGE DES PROTÉINES
La concentration de protéines dans les échantillons fut déterminée par la
méthode de Bradford. ItL d’échantillon (homogénat cellulaire ou fraction
cellulaire) était dissout dans 20% de réactif (BioRad, ON, Canada) dans de l’eau
distillée. Différentes quantités de BSA Iug/tL ont été utilisées afin de faire une
échelle d’étalonnage. Nous avons mesuré l’absorption de la lumière par les
échantillons à une longueur d’onde de 595 nm. L’échelle d’étalonnage est établie
grâce au logiciel Sigma Plot et cette échelle nous a permis de calculer la
concentration protéique des échantillons.
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2.7. ELECTROPIIORÈSE ET WESTERN BLOT
2.7.1. Préparation d’échantillons pour le Western blot
Nous avons dilué les échantillons dans du tampon d’échantillon 2X (8M
urée, 3% SDS, 5% mercaptoéthanol, 0.005% bleu de bromophénol, 7OmM Tris
HCI, pH6,7) à une concentration finale de 2agIj.iL. Les échantillons étaient
chauffés à 1 00°C durant 3 minutes.
2.7.2. Électrophorèse sur gel dénaturant SDS-PAGE
Différentes quantités de protéines totales sont chargées, dépendant de
l’échantillon en question : l0tg d’homogénat de cellules totales, 10ig de fraction
Triton-insoluble et 2ojig de fraction Triton-soluble. Afin de bien séparer les
protéines de petit poids moléculaire (ex; Cx43, 43kDa), nous avons laissé migrer
les échantillons dans un gel d’entassement 4% (7OmM Tris-HCI pH=6,7, 0,4%
SDS, 4mM EDTA pH=6,7, 5% glycérol, 4% acrylamide) puis dans un gel
dénaturant de polyacrylamide 10% (0.2M Tris-0,IM Glycine, 0,4% SDS, 5%
glycérol, 10 % acrylamide). Les gels sont soumis à un voltage initial dc 70V
durant 30 minutes puis à un voltage dc 150V jusqu’à la disparition des bandes de
10 et dc l5kDa de l’échelle moléculaire standard (BioRad, ON, Canada).
L’électrophorèsc s’est faite dans un tampon d’électrode 2X (0,2M Tris, 0,3M
glycine, 0,2% SDS).
2.7.3. Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose
Leur migration terminée, les protéines sont transférées sur une membrane
de nitrocellulose de pores dc 45tM. Le transfert est effectué dans un tampon de
transfert (25mM base Tris pH=8,3, l5OmM glycine, 20% méthanol) à 4°C, sous
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un ampérage de 290mA durant 1,5 heures. Par la suite, nous avons coloré les
protéines grâce au rouge de Ponceau (0,2% rouge de Ponceau, 3% TCA) afin
d’évaluer la qualité du transfert. Cette coloration est éliminée après un lavage au
PBS.
2.7.4. Western blot
Le blocage des membranes s’est fait avec une solution de 5% de lait
écrémé dans du PBS durant 1h à 37°C. Les membranes sont ensuite incubées
avec l’anticorps primaire dilué dans la solution de 5% de lait écrémé durant 2h à
37°C pour les anticorps dirigés contre l’actine (1:500), la PCx43 (1:400), la PP2A
(1:1000) et la PKC (1:500). L’incubation avec l’anticorps dirigé contre la Cx43
(1:20000) s’est fait durant 1,5 heures à la température de la pièce. Par la suite,
nous avons lavé les membranes avec du PBSIX-Tween 0,05% durant 1h à 37°C.
Les membranes sont alors incubées avec l’anticorps secondaire couplé à la
peroxydase (1:2000 dans la solution 5% lait) durant 1h à la température de la
pièce. finalement, les membranes sont lavées avec du PBSIX-Tween 0,05%
durant 45 minutes à la température dc la pièce et ensuite avec du TBS (8g/L NaCI,
0,2g/L KCI, 3g/L Tris) durant 15 minutes à la température de la pièce.
2.7.5. Révélation des protéines par chimiluminescence
Suite à l’incubation des membranes avec les anticorps, les complexes
antigène-anticorps sont révélés grâce aux solutions de chimiluminescence Lumi
Light Western Blotting Substrate de Roche (QC, Canada). La fluorescence émise
par les protéines marquées est captée sur un film Classic Blue obtenu chez La Cie
Universelle de Rayon-X du Canada Ltée (QC, Canada).
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2.7.6. Lavage des membranes
Afin d’avoir une référence de la quantité de protéines chargées dans les
puits d’électrophorèse, les membranes sont traitées dans le but denlever les
anticorps et par la suite, elles sont incubées avec l’anticorps contre l’actinc-13.
Pour se faire, nous avons lavé les membranes deux fois durant 30 minutes avec
une solution de JOOrnM de glycine dans de l’eau distillée (pH=2,5) à la
température de la pièce. Ensuite, les membranes sont lavées avec du PBSIX
Tween 0,05% durant 45 minutes à la température de la pièce. Après les lavages,
nous avons procédé au Western blot tel que décrit dans la section 2.7.4.
2.7.7. Quantification des bandes immunoréactives
Afin de permettre une comparaison de la quantité de protéines présentes
dans les bandes immunoréactives des Western blots, nous avons scanné les films
(UMAX Astra 12005 Scanner). Par la stiite, nous avons utilisé le programme
Scion Image (Scion Coiporation, MD, É-U) afin de mesurer l’intensité des
bandes. Les valeurs obtenues pour les bandes qui correspondent à la Cx43 et
PCx43 sont divisées par les valeurs obtenues pour l’intensité de la bande qui
correspond à l’actinc- pour la même membrane. Toutes les données obtenues et
utilisées pour obtenir les graphiques ont été normalisées de cette façon. Le
programme Sigma Plot 2001 est utilisé afin de calculer les moyennes des valeurs
obtenues pour chaque expérience (nous avons fait au moins 3 répétitions pour
chaque expérience). Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne +
SEM (écart type dc la moyenne).
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2.8. IMMUNOFLUORESCENCE ET MICROSCOPIE CONFOCALE
2.8.1. Préparation des cellules
Les cellules TtT/GF sont mises en culture sur des lamelles de verre dans
des boîtes de Pétri de 35mm contenant du milieu 5%FBS-DMEM. Nous avons
incubé les cellules à une température de 37°C dans une atmosphère 5% C02-95%
air. Le milieu était changé quotidiennement. Lorsque la confluence des cellules
était optimale pour la microscopie (80%), nous avons ajouté les cytokines soit le
TNF-Œ (2Ong/mL), l’IL-113 (lOng/mL), ou l’IFN-’y (lng/mL) durant 15 minutes,
30 minutes ou 60 minutes ou les autres drogues durant 5, 15, 30 ou 60 minutes.
2.8.2. Fixation et perméabilisation
Après le traitement spécifique, les cellules sont lavées avec du PI3S et
immédiatement fixées avec du formaldéhyde 3,7% dans du PBS durant 20
minutes à la température de la pièce. Les cellules ont ensuite été lavées plusieurs
fois avec du PBS et perméabilisées avec trois traitements à l’acétone : 5 minutes
dans de l’acétone 50% dans l’eau distillée, 5 minutes dans de l’acétone 100% et 5
minutes dans de l’acétone 50% dans l’eau distillée. Finalement, les cellules sont à
nouveau lavées avec du PBS.
2.8.3. Blocage et incubation avec les anticorps
Les cellules ont été incubées dans 3% de lait écrémé dans du PBS durant
1h à la température de la pièce afin de bloquer les interactions non-spécifiques.
Par la suite, nous avons incubé les cellules avec l’anticorps primaire durant 1h à
37°C et nous les avons lavées avec du PBS. Les anticorps sont étaient dilués dans
1% de lait écrémé dans du PBS aux concentrations suivantes: NPCx43 (J :20),
43
PCx43 (1:30), Cx43 (1:1000), PP2A (1:50) et PKC (1:50). Les anticorps
secondaires couplés au FITC ou au TRITC ont été dilués dans 1% de lait écrémé
dans du PBS à une concentration de 1:200. Finalement, nous avons lavé les
cellules avec du PBS.
2.8.4. Montage des lamelles et observation
Les lamelles ont été montées avec du DABCO 5% dans 50% glycérol-50%
PBS. Les cellules ont été observées au microscope à fluorescence Zeiss Axiophot
et les photos ont été prises à l’aide d’un microscope confocal Lcica TCS SP en
utilisant le programme Northern Eclipse v.7.0.
2.9. COMMUNICATION INTERCELLULAIRE : DIFFUSION DE COLORANTS
2.9.1. Préparation des cellules
Les cellules ont été préparées tel que décrit au paragraphe 2.8.1, mais à
plus grande confluence (95%) afin de maximiser les interactions intercellulaires
et dc permettre aux cellules de former un tapis cellulaire adéquat pour
l’expérience. Nous avons ensuite traité les cellules avec les cytokines ou autres
substances.
2.9.2. Marquage
La technique de la diffusion du colorant fut développée par El-fouly
(201). Il s’agit de léser le tapis cellulaire et de rompre la membrane plasmique des
cellules qui côtoient la blessure. Ceci permet aux colorants (le lucifer yellow
(LY) et la rhodamine-dextran (RD)) présents dans le milieu d’entrer dans les
cellules lésées. Lorsque le LY, une molécule de faible poids moléculaire, est
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capté par une cellule endommagée, il passe dans les cellules adjacentes par
l’intermédiaire des jonctions communicantes. En revanche, la RD est une grosse
molécule de 70 kD qui, ne pouvant pas franchir les jonctions communicantes,
reste dans les cellules endommagées, agissant ainsi comme un marqueur dc
cellules lésées. Le nombre de rangées de cellules marquées à la RD soustrait du
nombre de cellules marquées au LY indique le nombre de cellules qui
communiquent entre elles par les jonctions communicantes.
Suite au traitement (cytokines ou autres substances), les cellules furent
lavées au PBS et le milieu de culture fut remplacé par un mélange de lrnL de LY
I mg/rnL (Invitrogen, ON, Canada) et 0,5mL de RD 5rng/mL (Sigma, MO, États-
Unis) dans du PBS IX sans calcium ajouté. Trois blessures furent infligées dans
le tapis cellulaire à l’aide d’une aiguille. Ensuite, les cellules furent incubées
durant 3 minutes, à l’obscurité. Par la suite, la solution contenant les colorants fut
remplacée par lmL de milieu 5% FBS-DMEM et les cellules furent placées à
l’obscurité durant 10 minutes.
2.9.3. Fixation, montage et observation
Les cellules furent lavées avec du PBS et fixées avec 3,7% formaldéhyde
dans du PBS durant 20 minutes à l’obscurité et à la température de la pièce. Par la
suite, les lamelles furent montées avec une solution de 5% DABCO dans 50%
glycérol-50% PBS. Les cellules furent observées au microscope à fluorescence
Zeiss Axiophot et les photos furent prises en utilisant le programme Northern
Eclipse 7.0.
3. RÉSULTATS
3.1. MoDuLATIoN DE L’ÉTAT DE PHOSPHORYLATION BASALE DE I Cx43 EN
SER36$
3.1.1. Présence de la Cx43 et la PCx43 dans les cellules TtT/GF non-traitées
Tel que mentionné dans la section 1.3.5.. la Cx43 peut se trouver sous
diverses formes phosphorylées. En particulier, le résidu Ser36$ de la Cx43, qui
est phosphorylé surtout par la PKC (127), est impliqué dans le contrôle de la CIJC
dans plusieurs types de cellules. Tout d’abord, nous avons vérifié l’expression de
la Cx43 dans notre modèle cellulaire, les cellules TtT/GF. Tel que montré dans la





figure 3. Western Blot de cellules TtT/Gf contrôles. Reprise de la fig 1. Les
cellules expriment la Cx43 et la PC’c43.
En utilisant l’anticorps qui reconnaît la forme non-phosphorylée et toutes
les formes phosphorylées de la Cx43, nous avons observé 4 bandes
immunoréactives dans les hornogénats de cellules TtTIGF. Plusieurs auteurs
affirment que la bande inférieure, ou bande O, ne représente que la forme non
phosphorylée de la Cx43 et que les 3 autres bandes représentent des formes
phosphorylées (71, 102). Nous avons utilisé un anticorps spécifique contre la
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forme phosphorylée en Ser362 de la Cx43 (nommée PCx43 ci-après). Nos
résultats montrent la présence de la PCx43 dans les cellules TtT/GF non-stimulées
(fig 3 PCx43). Cette forme apparaît comme une seule bande immunoréactive.
Ces résultats démontrent que dans des conditions basales, la Cx43 est fortement
phosphorylée dans les cellules TtT/GF.
Tout d’abord, nous nous sommes intéressés aux protéines kinases (PK)
impliquées dans la phosphorylation basale de la Cx43 dans notre système.
3.1.2. Implication de la PKC
Puisque plusieurs chercheurs ont démontré la participation de la PKC dans
la phosphorylation du résidu Ser368 de la Cx43 (127, 138), nous avons commencé
par étudier l’importance de cette PK dans l’état de phosphorylation basale de la
Cx43 dans notre modèle. Nous avons traité les cellules avec un inhibiteur de
PKC, Gô6983, à une concentration finale de 25nM durant 5, 15, 30 et 60 minutes.
Nous avons par la suite fait des Western Blots afin d’évaluer l’expression de la
Cx43 et de la PCx43 en réponse à l’inhibition de la PKC. La quantification de ces
bandes indique que le résidu Ser368 de la Cx43 est déphosphorylé rapidement et
de façon significative suite à une inhibition de la PKC (figs 4 a et b). Il s’agit bien
d’une déphosphorylation et non pas d’une dégradation de la protéine puisque le
taux de Cx43 reste constant (figs 4 e et d). De plus, il faut noter que les bandes
immunoréactives qui migrent plus lentement et qui sont considérées des formes
phosphorylées ne semblent pas diminuer d’intensité suite au traitement avec
l’inhibiteur de PKC (fig 4 d). Nous obtenons donc des résultats plus fidèles avec
l’utilisation dc l’anticorps contre la PCx43 qu’en évaluant l’apparition/disparition
des bandes dans le cas de l’anticorps panCx43. Nos résultats démontrent aussi
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que le changement de l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser368 peut se faire
très rapidement.
En revanche, l’activation de la PKC par un traitement avec 10 ng/mL de
PMA durant 5, 15, 30 et 60 minutes induit une phosphorylation significative de la
Cx43 comparée aux cellules contrôles (fig 5 a). Encore une fois, ceci n’affecte
pas le taux de Cx43 total de façon significative (figure 5 b). Nos résultats
démontrent donc que la PKC est impliquée dans la phosphorylation basale de la






figure 4. Cinétique de l’effet de 1 ‘inhibition de l’activation de la PKC sur I ‘état
de phosphorytation de ta Cx43. Nous avons traité les cellities TtT/GF avec
/ ‘inhibiteur de PKC Gô6983 durant dffe’rents intervalles de temps. Par la suite,
noïts avons récupéré les cellules, préparé les homogénats et nous les avons
soumis à 1 ‘électrophorèse suivie de Western blots avec l’anti-?Cx43 (à, b,) et
/ ‘anti-Cx43 (c, d). Nous avons scanné les films et nous avons quantifié l’intensité
des bandes immunoréactives. Les résultats sont les moyennes de quantflcations.
Pour I ‘anti-Cx13, nous avons considéré toutes les bandes ensemble. a,) Taux de
?C’x43 suite aux traitements. Le taux de Fcx13 diminue de façon significative
o e ,e m en
Temps tincubation mrnutes
4$
après 5 minutes d’incubation et il est maintenu bas jusqu ‘à 60 minutes
d’incubation. “# = P<0,02 pour 5 minutes par rapport au contrôle, + F<Q,Q5
pour 15 minutes par rapport à 5 minutes, n = 3,). b,) Western Blot représentatif
des cellules traitées : anticorps dirigé contre la FC’x43. e,) Tattx de C’x43 sitite au
traitement. Le taux de Cx43 total ne change pas de façon significative suite aux
traitements. (‘n = 3). d) Western Blot représentatif des cellules traitées avec
G?i6983 . anticorps dirigé contre la Cx43.
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Figure 5
figure 5. Cinétique de l’effet de la stimulation de la PKC sur l’état de
phosphorytation de la Cx43. Nous avons traité les cellules TtT/GF avec le
stimulateur de FKc, le PIllA, durant dffe’rents intervalles de temps. Par la suite,
nous avons récupéré les cellules, noits avons préparé les homogénats et nous les
avons soïtmis à 1 ‘électrophorèse stiivie de Western blot avec anti-PCx43 (a) ou
anti-Cx43 (b). Nous avons scanné les films et nous avons quantJlé l’intensité des
bandes immunoréactives. Les résultats sont les moyennes de quantflcations.
Dans le cas de 1 ‘anti-Cx43, noïts avons considéré toittes les bandes ensemble.
a,) Taux de Pcx43 suite aux traitements. La phospho,ylation augmente de façon
signflcative entre O et 5 minutes d’incubation (# = P< 0,02,), diminue de façon
significative entre 5 et 15 minutes d’incubation (+ = P<0,05,), augmente de
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nouveaîi après 30 minutes d’incubation et diminue par la suite après 60 minutes
de traitement. Cependant, les variations du taux de FC’x43 après 30 et 60 minutes
de traitement ne sont pas statistiqtlenlent signflcatives. (n = 3,). b] Taux de Cx43
suite au traitement. Le taux de Cx43 totale ne change pas de façon significative
suite au traitement. (n = 3,).
3.1.3. Implication de la PKA
La PKA interagit avec la Cx43. Cependant, la sérine cible de cette PK
serait le résidu 364 (54). On ne sait pas si la PKA agit directement ou
indirectement sur la Cx43. Nous nous sommes donc demandés si, via un
mécanisme indirect, la PKA pourrait être impliquée dans la phosphorylation
basale de la Cx43 en Ser36$. Tout comme pour la PKC, nous avons regardé
l’effet de l’inhibition et de l’activation de la PKA sur le taux de PCx43 dans nos
cellules. Comme le démontre la figure 6 a, l’inhibition de la PKA par un
traitement avec la drogue Kt5720 à une concentration finale de lOOnM durant 5,
15, 30 ou 60 minutes induit la déphosphorylation de la PCx43 (fig 6 a).
Cependant, le taux total de Cx43 reste constant (fig 6 b).
Lorsque les cellules sont traitées avec 15iM de forskoline (FK), un
stimulateur de la PKA, on voit une baisse transitoire du taux de la PCx43 après 5
et 15 minutes d’incubation (fig 7a), bien que cette diminution ne soit pas
significative. La FK induit aussi une augmentation de la Cx43 totale après 60
minutes d’incubation, indiquant la possibilité qu’après une longue incubation, la
synthèse de la protéine soit augmentée par une voie dépendante de la PKÀ (fig 7
b).
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Figure 6
figure 6. Cinétique de l’effet de l’inhibition de l’activité de la PKA sur l’état de
phosphorylation de la Cx43. Nous avons traité les cellules TtT/GF avec
l’inhibiteur de FKA, le Kt5 720, durant djfférents intervalles de temps. Far la
suite, nous avons récupéré les cellules, nous avons préparé les homogénats et
nous les avons soumis à I ‘électrophorèse suivie de Western blot avec anti-FCx43
(a) ou anti-Cx43 (b). Nous avons scanné les films et nous avons quantfié
l’intensité des bandes immunoréactives. Les résitltats sont des moyennes de
quantfications. Dans le cas de I ‘anti-Cx3, noïts avons considéré toutes les
bandes ensemble. a) Taux de FCx43 suite aux traitements. Bien qut ‘on ne voit
aucun changement signficatf entre les temps d’incubation consécutifs, la
protéine est déphosphotylée en 8er368 tout au long du traitement (n = 3,). En
effet, la déphosphoiylation entre le temps contrôle et 60 minutes d ‘incubation
avec Ï ‘inhibiteur de FK4 est significative (F< 0,02,). b) Taux de Cx43 suite aux
traitements. Le taux de Cx43 totale ne change pas de façon signjficative (n = 3).
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figure 7. Cinétique de l’effet de la stimulation de la PICA sur l’état de
phosphorylation de la Cx43. Noïts avons traité les cellules TtT/GF avec la
forskoÏine, un stimulateur de la PK4, durant di:ffe’rents intervalles de temps. Par
la suite, nous avons récupéré les cellules, nous avons préparé les homogénats et
noïts les avons soumis à Ï ‘éÏectrophorèse suivie de Western blot avec anti-?Cx43
(a) ou anti-Cx43 (b). Nous avons scanné les films et nous avons quantfié
1 ‘intensité des bandes immunoréactives. Les résultats sont des moyennes de
quant flcations. a) Taux de PC’x43 suite aux traitements. Le taux de PC’x43
diminue suite à 5 et 15 minutes d’incubation avec laforskoline. Cependant, cette
diminution n ‘est pas signflcative (n = 3,). b,) Taux de Cx43 suite aïtx traitements.
Le taux de Cx43 totale augmente après 60 minutes de traitement. Cependant
cette augmentation n ‘est pas significative (n = 3f
3.1.4. Implication de ERK1/2
La PKC peut interagir avec les MEKK, des kinases qui se retrouvent en
amont des MEK dans la voie de signalisation Ras/Rho (revue dans (202)). Nous
avons donc étudié la possibilité que, d’une façon indirecte, la voie MAPK affecte
l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser368. Afin d’inhiber les MEKI/2, nous
avons traité les cellules avec l’U0126 à une concentration finale de 2OiiM durant
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15, 30 ou 60 minutes. D’après nos résultats, l’inhibition de MEKI et MEK2
induit la déphosphorylation de la Cx43 en Ser36$ après 30 minutes d’incubation.
La protéine est par la suite rephosphorylée (fig $ a, 60 minutes). Le taux de Cx43
total reste constant (fig $ b).
Nous avons tenté d’activer la voie MAPK par un traitement avec l’EGF.
Cependant, nos résultats ne démontrent aucun changement dans le taux de PCx43
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figure 8. Cinétique de l’effet de l’mhibition de la voie MAPK sur l’état de
phosphorylation de la Cx43. Nous avons traité les cellules TIT/Gf avec
/ ‘inhibiteur de MEK]/2, le U0126 dttrant dffe’rents intervalles de temps. Par la
suite, nous avons récupéré les cellules, nous avons préparé les homogénats et
nous les avons soumis à 1 ‘électrophorèse suivie de Western blot avec anti-PCx43
(‘a,) et anti-Cx43 (b,). Nous avons scanné les films et nous avons quantfié
/ ‘intensité des bandes immunoréactives. Les résultats sont des moyennes de
quantfications. Dans le cas de Ï ‘anti-Ct43, nous avons considéré toutes les
bandes ensemble. a) Taux de PCx43 suite aux traitements. Le taux de
phosphoiylation en 8er368 diminue de façon significative après 30 minutes
d’incubation comparé au contrôle pour ensuite augmenter après 60 uuuirnites
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dïncubaflon. W = P<O,O2por3O minutes comparé à 15 minutes, ## = P<0,002
par 60 mInutes comparé à 30 mInutes, r 3). b) Tata de Cx43 total suite aza
tmltenwnta Le tata de Cr43 total ne changepas âfaçon slgn(flcatlve. (n =3)
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3.2. CoRRÉLATIoN ENTRE L’ÉTAT DE PHOSPHORYLATION DE LA Cx43 EN
SER368 ET LA CIJC
La phosphorylation de la Cx43 est étroitement liée à l’assemblage et au
turnover des JC. Cependant, le lien entre la phosphorylation de la Cx43 et la CIJC
peut dépendre du type de cellules étudié, des conditions expérimentales et des
molécules ou des résidus phosphorylés impliqués. Nous avons donc entrepris des
expériences afin d’étudier l’effet de la phosphorylation en Ser368 de la Cx43 sur
la CIJC. En particulier, nous avons étudié l’impact de la PKC et de la PKA,
puisque ces deux kinases ont la capacité de modifier l’état de phosphorylation de
la Cx43 en Ser368.
3.2.1. Effets sur la CIJC médiés par la PKC
Les résultats des expériences de scrape-and-load démontrent que
l’inhibition de la PKC induit une diminution significative de la CIJC après
seulement 5 minutes d’incubation et ce jusqu’à I heure de traitement, comparé
aux cellules traitées avec le DMSO (fig 9). De plus, nous potivons noter une
corrélation temporelle entre la déphosphorylation de la PCx43 et la diminution de
la communication intercellulaire (fig 9 e et d).
Lorsque la PKC est stimulée avec le PMA, une augmentation initiale de la
CIJC a lieu après 5 minutes d’incubation avec le PMA comparé aux cellules
traitées au DMSO (fig 10). Cependant, bien que le taux de PCx43 reste au-delà






























Figure 9. Effets de l’inhibition de la PKC sur la CIJC. Nous avons mesuré la
conunztnication intercellulafre par la technique de scrape—and—load (voir
Matériels et MétÏiodes,L Le niarqitage au L)T est en vert et le marquage à la RD
est en rouge. a] Micropliotographies de cellules contrôles traitées avec du DM80
pendant 5, 15, 30 et 60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées au
LY demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où
nous avons brisé le tapis cellulaire. b,) Cellîdes traitées avec Gô6983 durant 5,
15, 30 et 60 mintttes. Le nombre de rangées de cellules marquées ait htcfer
yellow diminue après 5 minutes de traitement et reste bas ditrant tout le
traitement. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où nous avons
brisé le tapis cellulaire. c) Représentation graphique des résultats des
expériences de scrape-and-load Le nombre de rangées de cellules marquées ait
htcifer-yellow lors dit traitement avec Gô6983 est signicativement moindre que
le nombre de rangées de cellules traitées avec le DM80 durant les mimémes temps
d’incubation. (**** = F<0,0000], #### F<0,00002, ++-1-+ = ?<0,00005
pour les cellutles traitées avec le Gô6983 comparées aitx cellules traitées avec le
DM80 durant 5, 15, 30 et 60 minutes, n = 9,). d) Répétition de la figure 4 a.
Taux de PCx43 après un traitement avec Gô698. La déphosphotylation de la
PCx43 par 1 ‘inhibition de la FKC est observée. (# = P< 0,02 pour 5 minutes






















figure 10. Effets de la stimulation de la PKC sur la ClIC’. Nous avons mesuré
la coimnunication intercellulaire par la technique de scrape-and-load (voir
Matériels et Méthodes). Le marquage au LY est en vert et le marqutage à la RD
est en rouge. a) Microphotographies de cellitïes contrôles traitées avec du DM80
pendant 5, 15, 30 et 60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées ait
lucfer-yellow demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de
cellities où nous avons brisé le tapis cellitlaire. b,) Cellules traitées avec le FM4
durant 5, 15, 30 et 60 minittes. Le nombre de rangées de cellules marquées au
lucfer-yellow augmente initialeinent puis diminue après 15, 30 et 60 minutes de
traitement. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où noits avons
brisé le tapis celtîtlaire. c) Représentation graphique des résultats des
expériences de scrape and load. Le nombre de rangées de cellules marquées au
htcfer-yellow après 5 minutes de traitement avec le FM4 est signicativement
pluts élevé que le nombre de rangées de cellules traitées avec le DM80. Par la
sitite, le nombre de rangées de celhtles marquées diminue lors dit traitement avec
le PM4 comparé ait traitement avec le DM80. (‘# = P< 0,02, ## = P< 0,002, ####
= F<0,00002, ** = P<0,001 pour les cellules traitées avec le PM4 comparées
aitx cellules traitées avec le DM80, n = 9). d) Répétition de la figure 5 a. Taitx
de PCx43 après un traitement avec le PIYM. (‘# = P< 0,02 poitr 5 minutes
comparées ait contrôle, + = F<0,05 pour 15 minuttes comparées à 5 minutes.)
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3.2.2. Effets sur la CIJC médiés par la PKA
Nos résultats montrent qu’après 5 minutes d’incubation avec l’inhibiteur
de PKA, il y a une diminution significative de la CIJC comparée aux cellules
contrôles (fig 11). Par la suite, le niveau de communication intercellulaire est
rétabli jusqu’à un niveau comparable au contrôle. Finalement, après 60 minutes,
te niveau de communication intercellulaire baisse à nouveau. Le traitement à
cours terme des cellules avec le stimulateur de la PKA, la forskoline, ne semble
pas affecter la communication entre les cellules TtT/Gf (fig 12).
La déphosphorylation de la Cx43 en Ser368 après 5 et 60 minutes de
traitement avec l’inhibiteur de PKA est accompagnée par une diminution de la
communication intercellulaire. Cependant, la déphosphorylation de la Cx43 en
Ser368 après 15 et 30 minutes de traitement se reflète par une augmentation et un
maintien de la CIJC à un niveau comparable à celui des cellules traitées avec le
DMSO (figs 11 e et d). Ces résultats semblent démontrer un effet indirect de la
PKA sur la phosphorylation de la S36$ de la Cx43 et, par conséquent, des effets















figure 11. Effets de l’inhibition de la PICA sur la CIJC. Nous avons mesuré la
communication intercellulaire par la technique de scrape-and-load (voir
Matériels et Méthodes) Le marquage ait LY est en vert et le marquage de la RD
est en rouge. a) Microphotographies de cellules contrôles traitées avec dît DMSO
pendant 5, 15, 30, et 60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées au
luc’fer-yellow demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de
cellules où nous avons brisé le tapis cellulaire, b) Cellities traitées avec le
Kt5 720 durant 5, 15, 30, et 60 minutes. La communication intercellulaire
diminue après 5 minutes U ‘incubation.. Par la suite, la communication
interceÏhtlaire est rétablie et ce jitsqu ‘à 30 minutes d’incubation. Finalement, la
communication diminue à nouveau suite à 60 minutes de traitement. La RD se
trouve dans la première rangée de cellules ot nous avons brisé le tapis cellîtlaire.
ç) Représentation graphique des résultats de scrape and load Le nombre de
rangées de cellules marquées au Ïucfer-yellow après 5 minutes de traitement avec
le Kt5 720 est signflcativement phts bas que le nombre de rangées de cellules
traitées avec le DM$O. Par la suite, le nombre de rangées de cellules marquées
traitées avec te Kt5 720 augmente. La CIJC diminue significativement après 60
minutes de traitement. (## = P<0,002, pour les cellules traitées avec le Kt5 720
comparées aux cellules traités avec le DMSO dîtrant 5 minutes, * = P< 0,05 pour
les cellules traitées avec le Kt5 720 comparées aux cellules traités avec le DMSO
durant 60 minutes, n = 5,) d) Répétition de la figure 6 a. Taux de Pc’x43 après
itn traitement avec KtS 720. La déphosphomylation entre le temps contrôle et 60














Figure 12. Effets de la stimulation de la PK4 sur la CIJ(’. Nous avons mesuré
la communication intercellulaire par la technique de scrape-and-Ïoad (voir
Matériels et Méthodes) Le marquage au LY est en vert et le marquage de la RD
est en roïtge. a) Microphotographies de cellules contrôles traitées avec du DMSO
pendant 5, 15, 30, et 60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées aut
lucfer-yellow demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de
cellules où nous avons brisé le tapis cellulaire, b,) Cellules traitées avec la
forskoline durant 5, 15, 30, et 60 minutes. Le marquage au lucfer-yellow est en
vert et le marquage à la rhodamine-dextran est en rouge. Le nombre de rangées
de cellules marquées au lucfer-yellow ne diffère pas comparé au traitement avec
le DMSO. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où nous avons
brisé le tapis cellulaire. c) Représentation graphique des résultats de scrape and
load. Le niveau de communication intercellulaire des cellules traitées avec la
forskoline est comparable à celui des cellîtles traitées avec le DM80 (n = 9,,). d)
Répétition de lafigure 7 a. Taux de PC’x43 après un traitement avec laforskoline.
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3.3. IMPACT DE L’IFN-y SUR LA PCx43 ET LA CIJC
3.3.1. Effets de l’IFN-y sur l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser368
Nous avons débuté notre étude de l’impact des cytokines proinflammatoires sur
les jonctions communicantes avec l’IFN-y. Nous avons traité les cellules avec
cette cytokine durant 15, 30 et 60 minutes. Nos résultats démontrent que FIfN-y
n’influence pas la phosphorylation de la Cx43 en S368 ni le taux total de la




figure 13. Cinétique de l’effet de l’IfN-y sur l’état de phosphorylation de la
Cx43. Nous avons traité les cellules TtT/GF avec 1 ‘JFN-y durant dffe’rents
intervalles de temps. Par la suite, nous avons récupéré les cellules, nous avons
préparé les homogénats et nous les avons soumis à Ï ‘électrophorèse suivie de
Western blot avec anti-Pcx43 (a) ou anti-C’x43 (‘bf Nous avons scanné les films
et nous avons quantifié Ï ‘intensité des bandes. Les résultats sont des moyennes de
qtiantfications. Dans le cas de I anti-Cx43, nous avons considéré toutes les
bandes ensemble. a) Taux de PC’x13 stdte aux traitements. Le taux de protéine ne
varie pas de façon signflcative. (n = 3] b) Taux de Cr43 suite aux traitements.











3.3.2. Effets de l’IFN-y sur la localisation intracellulaire de la PCx43
Afin de vérifier si FIFN-7 pourrait causer une redistribution intracellulaire
de la PCx43 sans affecter son expression, nous avons fait des expériences
d’immunofluorescence dans lesquelles nous avons effectué un double marquage
des cellules TtT/GF avec un anticorps contre la PCx43 et avec un anticorps contre
la NPCx43 (Cx43 non-phosphorylée en Ser368). Les cellules TtT/GF étaient
traitées avec l’IfN-7 à une concentration finale de lng/mL durant 15, 30 et 60
minutes. Dans les cellules contrôles, la PCx43 se retrouve à la membrane
plasmique, aux contacts intercellulaires et un peu en région périnucléaire (fig 14
a). Un traitement à court terme avec l’IFN-y n’induit aucune redistribution de la
PCx43 (fig 14 a). Dans les cellules contrôles, la NPCx43 se retrouve surtout en
région périnucléaire mais aussi à la membrane plasmique et aux contacts
intercellulaires (14 b). Suite à un traitement avec l’IFN-’y, la distribution de la
NPCx43 ne change pas (fig 14 b). Les microphotographies d’immunifluorescence
démontrent certaines structures sphériques à l’intérieur de la cellule. Nous avons
démontré dans une étude antérieure que quelques unes de ces structures






figure 14. Localisation intracellulaire de la PCx43 et de la NPCx43 suite à un
traitement avec l’IfN-y Nous avons incubé les cellules avec I ‘IfN- ypour 15, 30
et 60 minutes. Far la suite, les cellules ont été traitées pour la microscopie de
fluorescence avec des anticorps anti-FCx43 (a) ou anti-NFCx43 (b,). a) Dans tes
cellules contrôles, le marquage de FCx43 se trouve à la membrane plasmique
(flèche) et aux endroits de contact cellulaire (grosse flèche,). Dans certaines
cellules, un faible marquage périnttcléaire est aussi visible (tête de flèche). Suite
à un traitement avec 1 ‘IFN- y aucune transtocation n ‘est observée, b) Marquage
de la NFC’x43. Dans les cellules contrôles, le marquage est périnucléaire (tête de
flèche), à la membrane plasmique (flèche) et aux endroits de contact cellulaire
(grosse flèche). Suite à un traitement avec 1 ‘IfN- y aucune redistribution n ‘est
observée.
3.3.3. Effets de l’IFN-y sur la CIJC
Bien que l’exposition à court terme des cellules TtT/GF à l’IFN-’y n’induit
aucun changement ni dans la phosphorylation de la Cx43 en Ser368 ni dans la
localisation intracellulaire de la PCx43, le même traitement induit une chute
significative dans la CIJC lorsque comparé aux cellules contrôles (fig 15). Cette
chute est plus prononcée après 15 minutes d’incubation, mais il y a par la suite
une récupération du niveau de CliC (fig 15 c). Nos résultats montrent que la
diminution rapide et transitoire dc la CIJC lors d’un traitement à court terme avec
l’IfN-’y n’est pas accompagnée d’un changement dans l’état de phosphorylation
du résidu Ser38 de la Cx43 (fig 15 c et d). Cependant, il est possible que l’IFN-’y
cause la phosphorylation ou la déphosphorylation d’un autre acide aminé afin
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Figure 15. Effets de l’IFN-ysur la CIJC. Nous avons mesuré la communication
intercellulaire par la technique de scrape-and-Ïoad (voir Matériels et Méthodes).
Le marquage au LY est en vert et le marquage à la RD est en rouge. a)
Microphotographies de cellules contrôles traitées avec du DMEMpendant 15, 30
et 60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées au lucfer-yellow
demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où nous
avons brisé le tapis cellulaire. b.) Cellules traitées avec I ‘IFN- ydurant 15, 30 et
60 minïttes. La communication interceÏlulaire diminue après 15 minutes
d’incubation.Far la suite, la communication intercellulaire est réctpérée. La RD
se trouve dans la première rangée de cellttÏes où nous avons brisé le tapis
cellulaire. c) Représentation graphique des résultats des expériences de scrape
and Ïoad. Le nombre de rangées de cellules marquées au lucfer-yellow après 15
minutes de traitement avec l ‘IFN- y est signflcativement plus bas que le nombre
de rangées de cellules traitées avec le DMEM Far la sttite, la (‘IJC entre les
cellules traitées avec / ‘IFN- y est récupérée, mais demeure toi/ours
signflcativement plus basse que la CJJC entre les cellules traitées avec le DMEM
= F< 0,00001, ++ = F< 0,005, ## P< 0,002, pour les cellules traitées
avec 1 ‘IFN-y comparées aux cellules traitées avec le DMEM (n = 9,),). d)
Répétition de la figure 13 a. Taux de FCx43 après un traitement avec / ‘IFN-y
3.4. IMPACT DE L’IL-1 SUR L’ÉTAT DE PHOSPHORYLATION DE LA Cx43 EN
SER368 ET LA CIJC
3.4.1. Effets de l’IL-1f3 sur l’état de phosphory]ation de la Cx43 en S368
Nous avons poursuivi nos études sur les cytokines proinflammatoires avec
l’IL-1f3. Nous avons traité les cellules TtT/GF avec lOng/mL d’lL-1f3 durant 15,
30 ou 60 minutes. Les résultats de Western blots avec l’anticorps dirigé contre la
PCx43 démontrent que le taux de phosphorylation en Ser36$ diminue de façon
significative après 30 minutes de traitement avec l’IL-l f3. Ensuite, après 60
minutes de traitement, la Cx43 semble être rephosphoryléc à un niveau
comparable au contrôle (fig 16 a). Le taux de Cx43 totale ne varie pas de façon
significative indiquant que l’IL-lf3 ne cause pas une dégradation de la Cx43 mais
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Figure 16
figure 16. Cinétique de l’effet de l’IL-lfl sur l’état de phosphorytation de la
Cx43. Nous avons traité tes cellules TtT/GF avec 1 ‘IL-1,8 durant dffe’rents
intervalles de ten;ps. Far la suite, nous avons récîlpéré les cellîdes, nous avons
préparé les homogénats et nous les avons soumis à 1 ‘électrophorèse suivie de
Western blots avec anti-FC’x43 (a) ou anti-Cx43 (b). Nous avons scanné les films
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et nous avons quantflé l’intensité des bandes. Les résultats sont des moyennes de
quantflcations. Dans le cas de Ï ‘anti-Cx43, nous avons considéré toutes les
bandes ensemble. a) Taux de PCx43 suite aux traitements. Le taux de
phosphouylation en Ser368 diminue de façon signflcative après 30 minutes
d ‘incubation comparé au contrôle. Après 60 minutes d ‘incubation, le taux de
FC’x43 est comparable au niveau contrôle. (‘i’ = F< 0,01 pour 30 minutes
comparé à 15 minutes. (‘n = 4) b] Taux de Cx43 suite aux traitements. Le taux de
Cx43 totale ne change pas de façon signflcative. (n = 3].
3.4.2. Implication des PK dans l’effet de l’IL-1f3 sur les cellules TtT/GF
Puisque l’IL-113 cause une déphosphorylation de la PCx43 après 30
minutes de traitement suivie d’une rephosphorylation de la Cx43 en Ser 36$ , il
est possible que certaines PK soient impliquées dans la rephosphorylation de la
Cx43 en Ser368. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons inhibé la PKC, la
PKA et les MEKI/2 durant 30 minutes. Nous avons par la suite traité les cellules
avec lOng/mL d’IL-113 durant 15, 30 et 60 minutes.
Nos résultats démontrent que la PKC joue un rôle non seulement dans la
phosphorylation basale de la Cx43 en Ser36$, mais qu’elle est nécessaire à la
rephosphorylation de la Cx43 suite au traitement avec l’IL-l 13 (fig 17 a).
Nous avons répété la même expérience avec un inhibiteur de la PKA. Les
cellules ont été traitées avec l’inhibiteur durant 30 minutes avant de subir une
exposition à I’IL-113 durant 15, 30 ou 60 minutes. Nos analyses des bandes de
Western Blots indiquent que l’inhibition de la PKA inhibe la déphosphorylation
de la PCx43 causée par l’IL-113 (fig 17 b). Ceci démontre une implication de la
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PKA dans la modulation de l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser36$ par
l’IL-l I•
Finalement, nous avons répété l’expérience en inhibant les MEKI/2 durant
30 minutes. L’inhibition des MEKI/2 inhibe la déphosphorylation de la PCx43
causée par I’lL-113 (fig 17 e). Ces résultats indiquent que les MEK]/2 pourraient
jouer un rôle indirect dans le changement de l’état de phosphorylation de la
Ser36$ de la Cx43 lors d’une exposition à court terme des cellules TtT/GF à l’IL1 .
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figure 17
figure 17. Participation de la PKC, PK4 et MAPK dans les effets de l’IL-lfi sur
l’état de phosphorylation de la ci43. Nous avons préincubé les cellules avec du
milieu de culture contenant (‘colonnes grises) ou non (‘colonnes noires,) les
inhibiteurs respectfs de FKC (ci), PK4 (b) et MEK]/2 (e) durant 30 minutes. Far
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la suite, les cellules ont été incubées avec 1 ‘IL-1,6 durant djfférents intervalles de
temps. Ensuite, noits avons récupéré les cellules, nous avons préparé les
homogénats et nous les avons soumis à I ‘électrophorèse suivie de Western blot
avec anti-FC’x43. Nous avons scanné les films et nous avons quantflé l’intensité
des bandes. Les réstiltats sont des moyennes de quant flcations. Les graphiques
montrent les taux de FCx43 suite à un traitement avec 1 ‘IL-1,6 settl ou après
/ ‘inhibition de la PKC (a], la PK4 (b] ou les MEK]/2 (c]. a) Le taux de
rephosphoiyÏation de la Cx43 après traitement avec I ‘IL-1,6 est affecté par
l’inhibition de la FKC. (‘# = P< 0,02 pottr inhibition de PKC et traitement avec
IL-1,6 durant 15 minutes, n = 3,). b] La déphosphomylation de la PCx43 par I ‘IL-
1,6 observée après 30 minutes est signflcativement inhibée lorsque la FK4 est
inhibée. L ‘inhibition de la PK4 n ‘affecte pas la rephosphoiylation de la Cx43
suite au traitement avec l’IL-l,6 (** = P<0,00] poîtr inhibition de PKA et
traitement avec IL-1,6 durant 30 minutes, n = 4]. e,) La déphosphomylation de la
Fx43 par 1 ‘IL-1,6 après 30 mintttes de traitement est significativement inhibée
lorsque les MEKJ/2 sont inhibées. L ‘inhibition des MEKJ/2 n ‘affecte pas la
rephosphomylation de la Cx43 suite au traitement avec I ‘IL-1,6 (** = P< 0,001
pour inhibition de MEK]/2 et traitement avec IL-1,6dïtrant 30 minutes, n = 3,).
3.4.3. Effets de l’IL-1 sur la localisation intracellulaire de la PCx43
Après nos études sur l’effet de l’IL-1f3 sur l’état de la phosphorylation de
la Cx43 en Ser36$, nous nous sommes demandés si cet effet impliquait aussi une
relocalisation intracellulaire de la PCx43. Pour étudier cette possibilité, nous
avons traité les cellules TtT/GF avec I’l’IL-1f3 durant 15, 30 ou 60 minutes. Nous
les avons ensuite préparées pour la microscopie de fluorescence et nous les avons
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marquées avec des anticorps contre la PCx43 et contre la NPCx43. Des
microphotographies représentatives sont présentées dans la figure 1$. Nos
résultats déi-nontrent que dans les cellules contrôles, la PCx43 se retrouve surtout à
la membrane plasmique et aux endroits de contacts intercellulaires mais aussi en
région périnucléaire. Après 15 minutes d’incubation avec l’IL-13, aucun
changement n’est observé. Par contre, après 30 minutes dincubation avec la
cytokine, le niveau de PCx43 à la membrane plasmique semble diminuer (fig 1$ a,
30 minutes). Nous avons aussi observé une faible diminution du marquage de la
PCx43 dans la région périnucléaire. Après 60 minutes d’incubation, le niveau de
PCx43 augmente en région périnucléaire (fig 18 a, 60 minutes). La localisation




figure 18. Localisation intracellulaire de la PCx43 et de la NPCx43 suite à un
traitement avec l’IL-1fi Nous avons incubé les cellules avec Ï ‘IL-]fl pour 15, 30
et 60 minutes. Par la suite, les cellules ont été traitées pour la microscopie de
fluorescence avec des anticorps anti-PCx43 (a) ou anti-NPCx43 (b). a) Dans les
ceiltiles contrôles, le marquage de PC’x43 se trouve à la membrane plasmique
(flèche) et aux endroits de contact cellulaire (grosse flèche,). Dans certaines
cellules, îtn faible marquage périnucléaire est aitssi visible (tête de flèche). Suite
à un traitement de 15 minutes avec I ‘IL-1 fi aucun changement n ‘est observé.
Après un traitement de 30 minutes avec 1 ‘IL-1fi il y a une diminution du
marquage à la membrane plasmique (flèche,), aux endroits de contact
intercellulaire (grosse flèche) et en région périnttcÏéaire (tête de flèche). Un
traitement de 60 minutes avec 1 ‘IL-1,8 inditit ensuite une hausse dit marquage en
région périnucléaire (tête de flèche). b) Marquage de la NPCx43. Dans les
cellules contrôles, le marquage est périnucléaire (tête de flèche,), à la membrane
plasmiqute (flèche,) et aux endroits de contact cellulaire (grosse flèche,). Suite à un
traitement avec l’IL-lfi aucune modflcation dans la localisation intracellulaire
n ‘est observée.
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3.4.4. Effets de l’IL-13 sur la CIJC
Afin d’évaluer l’effet de I’IL-113 sur la CIJC, nous avons fait des
expériences de scrape-and-Ioad sur les cellules TtT/GF traitées avec cette
cytokine. Le niveau de communication intercellulaire entre les cellules contrôles
ne varie pas durant l’expérience (fig 19 a). Cependant, l’incubation avec l’IL-113
affecte significativement la CIJG (fig 19 a, b et c). Des incubations de 15 et 30
minutes induisent une diminution significative de la CIJC. Cette communication
est rétablie à un niveau normal après 60 minutes (fig 19 c). Nous voyons une
corrélation entre la diminution de la CIJC et la déphosphorylation de la PCx43
après 30 minutes d’incubation avec l’IL-1f3 (fig 19 c et d). Cependant, la
diminution initiale de la CliC après 15 minutes d’incubation n’est pas
accompagnée par une déphosphorylation significative de la PCx43. Il est possible
que l’IL-1f3 induise des changements affecte des résidus autres que la Ser368 dans

























figure 19. Effets de l’IL-1,6 sur la (‘1K. Noits avons mesuré la communication
intercellulaire par la technique de scrape-and-Ïoad (voir Matériels et Méthodes).
Le marquage ait LY est en vert et le marquage de la RD est en rouge. a,)
Microphotographies de cellules contrôles traitées avec dit DMEMpendant 15, 30
et 60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées ait lucfer-yellow
demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où nous
avons brisé le tapis cellulaire, b,) Cellules traitées avec I ‘IL-1,6 durant 15, 30 et
60 minutes. La communication intercellitlaire diminue après 15 minutes
d ‘incubation. Par la sitite, la communication intercellulaire est récupérée. La
RD se trouve dans la première rangée de cellïtles où nous avons brisé le tapis
cellulaire. c) Représentation graphique des résititats des expériences de scrape
and load. Le nombre de rangées de cellules marquées ait lucfer-yellow après 15
et 30 minutes de traitement avec 1 ‘IL-1,6 est signjficativement plus bas que le
nombre de rangées de cellules traitées avec le DMEM Ce n ‘est qu ‘après 60
minutes d’incubation avec 1 ‘IL-1,6 que la CIJC est rétablie à itn niveait normal.
= P<0,00005, ** = P<0,001, pour les cellules traitées comparées aux
cellules contrôles. n = 8) d) Répétition de la figure 16 a. Taitx de Pcx13 après
un traitement avec / ‘IL-1,6 (* =P< 0,0] pour 30 mirnttes comparées à 15 minutes.
n = 4)
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3.5. IMPACT DU TNf-Œ SUR L’ÉTAT DE PHOSPHORYLATION DE LA Cx43 EN
SER368ETLACIJG
3.5.1. Effets du TNF-Œ sur l’état de phosphorylation de la Cx43 en S368
Nous avons traité les cellules TtT/Gf avec 2Ong/mL de TNF-cx durant 15,
30 et 60 minutes. Nos résultats démontrent que le TNf-Œ induit une
déphosphorylation rapide et transitoire de la PCx43. Après 15 minutes de
traitement, la PCx43 est déphosphorylée de façon significative dans les cellules
traitées comparées aux cellules contrôles (fig 20 a). Par la suite, la
phospohorylation de la Ser368 est récupérée et dépasse significativement le







Figure 20. Cinétique de l’effet du TNF-a sur l’état de phosphorylation de la
Cx43. Nous avons traité les cellules TtT/GF avec le TNF-a durant djfférents
intervalles de temps. Par la suite, nous avons récupéré les cellules, nous avons
préparé les homogénats et nous les avons soumis à une électrophorèse suivie de
Western blot avec anti-PCx43 (â,) ou anti-Cx43 (b). Nous avons scanné les films
et nous avons quantifié l ‘intensité des bandes immunoréactives. Les résultats sont








considéré toutes les bandes ensemble. a,) Taux de PC’x43 suite aux traitements.
Le taux de phosphoiylation diminue de façon signjflcative après 15 minutes
d’incubation comparé au taux contrôle. Par la suite, la Cx est signjflcativement
phosphotylée après 30 minutes. (÷ = P< 0,05 pour 15 minutes comparé ait
contrôle, * = P< 0,0] pour 30 minutes comparé à 15 minutes, n = 3,). b) Taux de
Cx43 sïtite aîtx traitements. Le taux de Cx43 totale ne varie pas de façon
signicative. (n 3,).
3.5.2. Effets du TNF-Œ sur la localisation intracellulaire de la PCx43
Dans les cellules contrôles, la PCx43 est localisée à la membrane
plasmique, aux contacts intercellulaires et en région périnucléaire (fig 21 a).
Après 15 minutes d’exposition, le marquage de PCx43 diminue aux contacts
intercellulaires. Un traitement de 30 minutes induit la récupération de la PCx43 à
la membrane plasmique et aux contacts intercellulaires (fig 21 a).
Dans les cellules contrôles, la NPCx43 se retrouve surtout en région
périnucléaire. Le marquage ne semble pas varier après 1 5 et 30 minutes de
traitement. Par contre, après 60 minutes, nous voyons l’apparition d’un faible





figure 21. Localisatio,t intracellulaire de la PCx43 et la NPCx43 suite à un
traitement avec le TNf-a Nous avons incubé les cellules avec le TNF- a pour
15, 30 et 60 minutes. Par la suite, les celÏttles ont été traitées pour la microscopie
de fluorescence avec des anticorps anti-PCx43 (a) ou anti-NPCx43 (b). a) Dans
les cellules contrôles, le marquage de PCx43 se trouve à la membrane plasmiqïie
(flèche) et atix endroits de contact cellulaire (grosse flèche,). Dans certaines
cellules, un marquage périnucléaire est aussi visible (tête de flèche). Suite à un
traitement de 15 minutes avec le 1NF- la PC’x43 diminue à la membrane
pÏasmiqïte (flèche) et aux contacts intercellulaires (grosse flèche). Suite à un
traitement de 30 minutes, la PCx43 est réapparaît à la membrane plasmique
mèche) et aux endroits de contact intercelittiaire (grosse flèche,). b,) Marquage de
la NPCx43. Dans les cellules contrôles, le marquage est périnucléaire (tête de
flèche). Suite à un traitement de 60 minutes avec le INF- un marquage de la
NPCx43 apparaît en région cytosolique (flèche zig-zag).
3.5.3. Implication des PP dans l’effet du TNF-a sur les cellules TtT/GF
Puisqu’un traitement de 15 minutes avec le TNF-a induit une diminution
de la PCx43, nous nous sommes demandé quelles protéines phosphatases seraient
impliquées dans cette déphosphorylation. Pour ce faire, nous avons prétraité les
cellules durant 30 minutes avec l’acide okadaïque à une concentration finale de
200nM afin d’inhiber la PPI et la PP2A et à une concentration de lOnM pour
inhiber uniquement la PP2A. Afin d’inhiber la PP2B, nous avons utilisé la
cyclosporine A à une concentration finale de 1tM. Les cellules ont ensuite été
traitées avec le TNF-c durant 15 minutes. L’inhibition de ces PP inhibe la
déphosphorylation causée par le TNf-Œ (fig 22 a). Ces résultats démontrent que
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la PP2A, la PP2B et possiblement la PPI pourraient être impliquées dans la
déphosphorylation de la PCx43 causée par le TNF-a. Le taux total de Cx43 reste
constant tout au long de l’expérience (fig 22 b).






figure 22. Implication des PP dans l’effet du TNF-a sur les cellules TtT/Gf.
Les cellules ont été prétraitées avec l’AO à une concentration de 200nMou ]OnM
ou avec la cyclosporine A à ttne concentration finale de 1jtÏI durant 30 minutes.
Les cellules ont été par la suite exposées au TNF-a durant 15 minutes. Par la
suite, nous avons récupéré les cellules, nous avons préparé les homogénats et
nous les avons soumis à I ‘électrophorèse suivie de Western bÏot avec anti-PCx43
(a) ou anti-cx43 (b,). Nous avons scanné les films et nous avons quantfié
Ï ‘intensité des bandes immunoréactives. Les résultats sont des moyennes de
quantfications. Dans le cas de Ï ‘anti-Cx43, nous avons considéré toutes les
bandes ensemble. a) Taux de PC’x43 suite aux traitements. Un traitement de 15
minutes avec le TNF- a caïtse une déphosphoiylation signflcative de la PC’x43.
L ‘inhibition de la PP1 et PP2A, la PF2A ou la FP2B inhibe la déphosphoîylation
causée par le ]NF-a (** = P< 0,001 pour prétraitement avec l ‘OA 200nM
comparé au traitement avec le TNF-aseul, +++ = P<0,0005 prétraitement avec
$5
Ï’OA lOnM comparé au traitement avec le INF-a seul, = P<O,0001
prétraitement avec la cyclosporine A comparé au traitement avec le TNF- a seul.
n = 6,). b) Taux de Cx43 suite aux traitements. Le taïtx de Cx43 total ne varie pas
de façon signflcative durant les traitements. (n = 6).
3.5.4. Implication des PK dans l’effet du TNF-Œ sur les cellules TtT/GF
Lorsque les cellules TtT/GF sont exposées au TNF-x durant 30 mintites,
nous avons observé la rephosphorylation de la Cx34. Une ou plusieurs PK
pourraient donc être impliquées dans ce phénomène. Afin d’étudier l’implication
possible de différentes protéines kinases, nous avons inhibé la PKC, la PKA ou les
MEKI/2 et nous avons ensuite traité les cellules avec le TNF-u durant 15, 30 ou
60 minutes. L’inhibition de chacune de ces PK inhibe la rephosphorylation
significative de la PCx43 suite à un traitement dc 30 minutes avec la TNF-Œ (fig
23). L’inhibition de la PKC inhibe complètement la rephosphorylation de la Cx43
en Ser368. Cependant, on voit une faible hausse de la PCx43 même lorsque la
PKÀ et les MEKI/2 sont inhibées (fig 23 c, d). La déphosphorylation
significative après 15 minutes de traitement avec le TNF-x est inhibée lorsque les
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figure 23. Participation de la PKC, PK4 et MAPK dans les effets du TNF-asur
l’état de phosphorylation de la Cx43. Nous avons préincubé les cellules avec
(bandes grises) ou sans (bandes noires) inhibiteurs de PKC (a), PK4 (b,) et
MEK]/2 (c) ditrant 30 minutes. Par la suite, nous avons traité les cellules avec le
TNf- a durant différents intervalles de temps. Ensuite, nous avons récupéré les
cellules, nous avons préparé les honzogénats et nous les avons soumis à
1 ‘électrophorèse suivie de Western blot avec anti-PCx43. Nous avons scanné les
films et quantifié 1 ‘intensité des bandes iinmunoréactives. Les résultats sont des
moyennes de quanqfications. a) L ‘inhibition de la PKC ne bloque pas la
déphosphoiylation de la PCx43 induite par un traitement avec le TNF- a dutrant
15 minutes. Cependant, 1 ‘inhibition de la PKC inhibe signflcativement la
rephosphoiylation de la Cx43 en 8er368 après 30 et 60 minutes d’exposition ait
TNF-a (## = P<0,002 pour inhibtion de PKC et traitement avec TNF-a durant
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30 minutes, # = P< 0,02 pour inhibition de PKC et traitement avec TNF-a durant
60 minutes, n = 3,,). b,) La déphosphoîylation de la Cx13 causée par le TNF- cx
après 15 minutes d’incubation est inhibée par l’inhibition de la PK4. La
rephosphomylation de la Cx43 en 8er368 après 30 minutes de traitement avec le
TNF- cx est signficativenment moindre lorsque la PK4 est inhibée. (‘# P< 0,02
pour inhibition de PK4 et traitement avec TNF-a durant 15 minittes, + = P< 0,05
pour inhibition de FKC et traitement avec TNf-a durant 30 minutes, n = 3). e,)
La déphosphomylation de la C’x43 causée par le TNF- cx après 15 minutes
d’incubation est bloquée lorsque les MEK]/2 sont inhibées. La rephosphomylation
de la C’x43 en $er368 après 30 minutes de traitement avec le 1NF-a est
significativement moindre lorsque les MEK]/2 sont inhibées. (‘# = P< 0,02 pour
inhibition de MEK]/2 et traitement avec TNF-a durant 15 minutes, + = F< 0,05
pour inhibition de MEK1/2 et traitement avec TNF-adïirant 30 minutes, n = 3,,).
3.5.5. Études sur l’interaction potentielle entre la Cx43 et la PKC ou la PP2A
après traitement avec le TNF-Œ
Nos résultats démontrent que la PP2A et la PKC pourraient être
impliquées dans les changements de l’état de la phosphorylation de la Cx43 en
Ser368 suite à un traitement avec le TNF-Œ. De plus, certains chercheurs ont
démontré que la PKC et la PP2A pourraient interagir avec la Cx43 de façon
directe (132, 152). Afin d’étudier la possibilité d’une interaction entre la Cx43, la
PP2A et/ou la PKC dans notre système, nous avons réalisé des fractionnements
subcellulaires des cellules traitées avec le TNf-Œ afin de séparer la fraction
Triton-insoluble (CK) du restant de la cellule et récupérer ainsi la Cx43 assemblée
en jonctions communicantes. Par la suite, nous avons fait des Westerns blots avec
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les anticorps anti-PCx43, anti-PP2A et anti-PKC. Nos résultats démontrent que la
Cx43 est déphosphorylée de façon significative dans la fraction insoluble après 15
minutes de traitement avec le TNF-a (fig 24 a). Après 30 minutes, le niveau de
PCx43 atteint à nouveau le niveau basal, ce qui est suivi d’une augmentation
significative du taux de phosphorylation. Donc, la courbe du taux de PCx43 après
une exposition à court terme des cellules TtT/GF au TNf-a suit plus ou moins la
courbe du niveau de la PCx43 dans les cellules totales.
Le niveau de l’isoforme a de la PKC dans la fraction Triton-insoluble des
cellules TtT/GF traitées avec le TNF-a est significativement plus élevé que dans
les cellules contrôles tout au long du traitement (fig 24 b). De plus, le niveau de
PP2A est aussi significativement plus élevé dans la fraction Triton-insoluble des
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figure 24. Taux de PCx43, PKC et PP2A dans la fraction Triton-i,tsoluble des
cellules TtT/Gf traitées avec le TNf-a Nous avons traité les cellules avec le
TNF- a durant cflffe’rents intervalles de temps. Nous avons par la stdte récupéré
les cellules et préparé les fractions Triton-insolubles. Nous avons soumis ces
fractions à une électrophorèse suivie de Western blot avec anti-Pcx43, anti-PKC
et anti-PP2A. Noïts avons scanné les films et noïts avons quantflé l’intensité des
bandes. Les résultats sont des moyennes de quantifications. Taux de PC’x43 (a),
PKC-a (b,) et PP2A (c) dans la fraction Triton-insoluble suite à un traitement
avec le TNF-a a) La Cx43 est significativement déphosphoiylée après 15
minutes de traitement. Après 30 minutes, le taux de PCx43 est récupéré et il est
signflcativementphts élevé après 60 minutes de traitement. (+ = P<0,O5poïir 15
minutes de traitement comparé au contrôle, ++ = P<0,005 pour 30 minutes de
traitement comparé à 15 minutes, ++ F<Q,QQ5 pour 60 minutes de traitement
comparé à 30 minutes, n = 3,,). b) Le taux de PKC est signicativementplïis élevé
dans la fraction Triton-insoluble des cellules traitées durant 15 minïttes comparé
aux cellules contrôles. Après 30 et 60 minutes, le niveau de FKC est comparable
au niveau de la protéine suite à 15 minutes de traitement. (+ = P< 0,05 pour 15
minutes de traitement comparé au contrôle. n = 3,). c,) Le taux de PP2A est
signficative,nent plus élevé dans le cytosquelette des cellules traitées dïtrant 15
minutes comparé aux cellules contrôles. Après 30 et 60 minutes, le niveau de
PP2A est comparable à son niveau après 15 minutes de traitement. (+ = P< 0,05
pour 15 minutes de traitement comparé ait contrôle. n = 3).
Nous avons par la suite fait des Western blots avec la fraction Triton
soluble (NCK) des cellules en utilisant les mêmes anticorps. La PCx43 est
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significativement déphosphorylée dans cette fraction après 15 minutes dc
traitement avec le TNF-Œ (fig 25 a). La protéine est par la suite phosphorylée à un
niveau basal après 30 minutes pour ensuite être significativement déphosphorylée
après 60 minutes. Le taux de PKC-a dans la fraction Triton-soluble est affecté
par le TNf-Œ seulement après 30 minutes de traitement (fig 25, b). À cet
intervalle dc temps, le taux de PKC-Œ diminue. Le taux de PP2A augmente après
30 minutes de traitement et diminue à un niveau comparable au niveau basal après
60 minutes d’exposition au TNf-Œ (fig 25 c).
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figure 25. Taux de PCx43, PKC et PP2A dans la fraction Triton-soluble des
cellules TtT/Gf traitées avec te TNf-a Nous avons traité les cellules TtT/GF
avec le TNF- a durant dffe’rents intervalles de temps. Par la suite, nous avons















avons soumis ces fractions à une électrophorèse suivie de Western blot avec anti
FC’x43, anti-FKC-a et anti-PP2A. Nous avons scanné les films et noits avons
quantifié l’intensité des bandes immunoréactives. Les résultats sont des moyennes
de quantifications. a,) La C’x43 est signjficativement déphosphorylée après 15
minîttes de traitement. Après 30 minutes, le taux de PC’x43 est revenu à son
niveau basal. La C’x13 est ensuite significativement déphosphotylée après 60
minutes de traitement. (+ = P< 0,05 pour 15 minïttes de traitement comparé au
contrôle, + = P< 0,05 pour 60 minutes de traitement comparé à 30 minutes, n
3,). b,) Le taux de PKC-a diminue suite à 30 minutes de traitement avec le TNF-
Après 60 minutes, le niveau de FKC-a est comparable ait niveau basal de la
protéine. (‘n = 3,). c) Le taux de FP2A augmente dans la fraction Triton-soluble
des cellules traitées avec le TNF-a durant 30 minutes. Après 60 minutes, le
niveau de FF2A est comparable ait niveau basal de la protéine. Bien qite le
graphique illustre une augmentation de la FF2A entre 15 et 30 minutes et une
diminution entre 30 et 60 minutes, ces changements ne sont pas statistiquement
signficatfs. (n = 3).
Nos résultats suggèrent une interaction entre la Cx43, la PKC-Œ et la PP2A
dans la fraction Triton-insoluble suite à un traitement à court ternie avec le TNF
a. Afin d’étudier cette possibilité plus en détail, nous avons réalisé des
expériences de microscopie confocale. Nous avons marqué les cellules TtT/Gf
traitées avec le TNF-Œ avec des anticorps contre la Cx43 totale et la PKC-Œ ou la
PP2A. Nos résultats démontrent que la PKC colocalise avec la Cx43 dans le
cytosol et en région périnucléaire après 15 et 30 minutes de traitement avec le
TNF-Œ (fig 26 a). Dans les cellules contrôles, la PP2A colocalise avec la Cx43
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dans le cytosol, en région périnucléaire et aux contacts intercellulaires. Suite au
traitement avec le TNf-Œ, la PP2A semble toujours colocaliser avec la Cx43 dans
le cytosol, en région périnucléaire et à la membrane plasmique près des contacts
intercellulaires. Cependant, après 60 minutes de traitement avec le TNF-a, nous
voyons une diminution de la colocalisation (fig 26 b).
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figure 26. Études en microscopie coifocale de la colocalisation de la Cx43 et la
PKC ou PP2A. Nous avons incubé les cellules avec le TNF-apour 15, 30 et 60
minutes. Far la suite, les cellules ont été traitées pour la microscopie confocale
avec des anticorps anti-Cx43 (vert) et a,) anti-FKC-a (‘rouge,) ou b,) anti-PF2A
(rouge,). a) Dans les cellules contrôles, sur le même plan Z la Cx13 se retrouve
dans le cytosol à la membrane plasmique, aux contacts intercellulaires et en
région périnucléaire. La FKC-a est surtout cytosolique. Après 15 et 30 mirnttes
d’exposition au TNF-a la C’x43 et la FKC-a semblent colocaliser dans le cytosol
et en région périnucléaire. b) Dans les cellules contrôles, sur le ilmémne plan Z la
Cx43 se retrouve dans le cytosol, à la membrane piasmique, atx contacts
intercellulaires et en région périnttcléaire. La FP2A semble colocaliser avec la
Cx43. Après 15 et 30 minutes d’exposition au TNf- on peut voir une
colocalisation de la Cx13 et la PF2A dans le cytosoÏ en proximité de la
membrane plasmique et en région périnucléaire. La colocalisation diminue après
60 minutes de traitement.
3.5.6. Effets du TNF-a sur la CIJC
Puisque nous avons observé qu’à court terme, le TNf-x a un effet
important sur l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser36$, nous avons étudié
l’effet du TNF-Œ sur la CliC. La communication intercellulaire diminue de façon
significative suite à l’incubation avec le TNf-a (fig 27). Bien que le niveau de
communication augmente après 30 minutes, il demeure significativement plus bas
que le taux contrôle (fig 27 c). Après 60 minutes en présence du TNF-o, la
communication intercellulaire est rétablie au niveau basal, tout comme le taux de
PCx43 (fig 27 C, d).
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Nos résultats de scrape-and-load démontrent une corrélation entre la
déphosphorylation de la PCx43 et la diminution de la CIJC suite à un traitement
avec le TNF-Œ. De plus, les protéines phosphatases PP1, PP2A et PP2B semblent
être impliquées dans la déphosphorylation de la PCx43. Nous avons donc étudié
l’implication des PP dans la diminution de la CIJC suite à un traitement de 15
minutes avec le TNF-Œ. Nous avons inhibé les protéines phosphatases durant les
30 minutes précédant le traitement de 15 minutes avec le TNF-ci. Nos résultats
démontrent que l’inhibition de la PPI et la PP2A ensemble, la PP2A seule ou la
PP2B abolit la diminution de la CIJC induite par le traitement avec le TNF-u (fig
2$ a, b). Nos résultats démontrent qu’il y a une correlation temporelle entre
l’abolition de la déphosphorylation causée par le TNF-u et la diminution de la
CliC (fig 2$ b, c). Donc, la diminution de la CIJC induite par un traitement à








































figure 27. Effets du TNf-asur la CIJC. Nous avons mesuré la communication
intercellulaire par la technique de scrape-and-Ïoad (voir Matériels et Méthodes).
Le marquage au LY est en vert et le marquage de la RD est en rouge. a)
Microphotographies de cellules contrôles traitées avec du P38 pendant 15, 30 et
60 minutes. Le nombre de rangées de cellules marquées au lucfer-yeÏiow
demeure constant. La RD se trouve dans la première rangée de cellules où nous
avons brisé le tapis cellulaire. b) Cellules traitées avec le TNF- a durant 15, 30 et
60 minutes. La communication intercellidaire diminue après 15 minutes
d ‘incubation. Par la suite, la conmmnication intercellulaire est récupérée. La
RD se trouve dans la première rangée de cellules où nous avons brisé le tapis
cellitlaire. c) Représentation graphiqtte des résultats des expériences de scrape
and-load. Le nombre de rangées de cellules marquées au lucfer-yellow après 15
minutes de traitement avec le INF-a est signflcativement plus bas que le nombre
de rangées de cellules traitées avec le P38. Après 30 minutes de traitement avec
le TNF- la C’JJC est récïtpérée, mais demeure toijours signficativen2ent plus
basse que la CJJC entre les cellules traitées avec le P38. Ce n ‘est qu ‘après 60
minutes d ‘incubation avec le TNF- a que la CIJC est rétablie au niveau contrôle.
= P< 0,00005 pour les cellules traitées avec le JNF-a durant 15 minutes
comparées aux cellules traitées avec le P3S ### = P< 0,002, pour les cellules
traitées avec le TNF-a durant 30 minutes comparées aux traitées avec le P38. n
= 6) d) Répétition de la figure 20 a. Taux de PCx43 après îtn traitement avec le
TNF-a (+ = P< 0,05 pour 15 minutes conqiaré au contrôle, * = P< 0,0] pour 30

































figure 22. Implication des PP dans l’effet du TNf-a sur la CIJC’. Nous avons
mesuré la communication intercellulaire par la technique de scrape-and-load
(voir Matériels et Méthodes). Le marquage au LY est en vert et le marquage de la
RD est en rouge. a) Microphotographies de cellules contrôles traitées durant 15
minutes avec le TNF-a et prétrallées oit non avec les inhibiteurs de P?. Le
nombre de rangées marquées au LY est moindre dans les cellules traitées avec le
TNF- a durant 15 mintites que dans les cellules contrôles. L ‘inhibition des FF1 et
FF2A, de la FP2A ou de la FF23 avant le traitement au TNF-a abolit la
diminution de la communication intercellulaire causée par le TNF- a La RD se
trouve dans la première rangée de cellules où nous avons brisé le tapis cellulaire.
b) Représentation graphique des résultats des expériences de scrape and load.
Lorsque la FF1 et FF2A, la PF2A ou la FF23 sont inhibées, la chute dans la
commïtnication intercellitlaire entre les cellitles traitées avec le TNF-a durant 15
minutes est signjflcativement bloquée. (+++++++++ = F<0,0000000005 pour
les cellules prétraitées avec I ‘OA 200nM comparées aux celhtles traitées avec le
TNF-a seul, ++++++ = F< 0,0000005 pottr les cellules prétraitées avec 1 ‘OA
lOnM comparées aux cellules traitées avec le TNF-a seul. = F< 0,0000]
pour les cellitles prétraitées avec la cyclosporine A comparées aux cellutles
traitées avec le TNf-a seuil, n = 8) c) Répétition de la figure 22 a. Taux de
FCx43 après ttn traitement avec le 7NF-a durant 15 minutes avec ou sans
inhibition des FF. (* * = F< 0,001 poutr prétraitement avec I ‘OA 200nM comparé
ait traitement avec le INF-a seul, +++ = F< 0,0005 prétraitement avec 1 ‘OA
1 OnM comparé au traitement avec le TNf-a seut1 * * * = F< 0,0001 prétraitement
avec la cyclosporineA comparé au traitement avec le TNF-aseui. n = 6).
4. DISCUSSION
L’hypophyse est une glande dont le rôle est central dans la régulation
endocrine chez les mammifères. Les hormones produites par l’hypophyse ont la
capacité de réguler d’autre glandes comme, par exemple, la glande thyroïde (2).
Une glande maîtresse comme l’hypophyse se doit d’être dotée d’un système lui
permettant de contrôler la production hormonale. Les cellules FS de l’HA
pourraient jouer un rôle important dans le contrôle des fonctions hypophysaires
(3). En effet, les cellules FS sont sensibles à diverses hormones et cytokines et
peuvent, suite à une exposition à celles-ci, produire plusieurs molécules bioactives
dont certaines cytokines (16, 204). De plus, les cellules FS forment un réseau de
communication qui pourrait être indispensable pour le contrôle hormonal dans
l’HA (37). Nous avons démontré que l’exposition à long terme aux cytokines
proinflammatoires IL-1f3 et TNF-o modifie la communication intercellulaire entre
les cellules TtT/GF et que ce phénomène implique une modulation de l’expression
et de la localisation de la Cx43 (190). Cependant, il est connu que les cytokines
peuvent exercer différents effets selon leur temps d’exposition. Dans l’étude
présente, nous nous sommes concentrés sur les effets à court terme des cytokines
sur la communication intercellulaire entre les cellules fS. Nous avons étudié les
changements de l’état de phosphorylation du résidu Ser36$ de la Cx43, un résidu
impliqué dans l’activité des JC. Nos résultats démontrent que l’IL-1J3 et le TNf-Œ
induisent une diminution rapide et transitoire de la communication intercellulaire
dépendante, en partie, de la déphosphorylation de la Ser368 de la Cx43. Dans la
réponse au TNf-Œ, ce phénomène impliquerait la PKC et la PP2A.
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4.1. MoDuLATIoN BASALE DE LA CIJC ET DE LA PHOSPHORYLATION DE LA
Cx43 EN SER36$
Puisque les cellules de la lignée TtT/GF possèdent les mêmes
caractéristiques morphologiques et fonctionelles que les cellules FS de I’HA
(199), nous utilisons cette lignée comme modèle de cellules FS dans nos
expériences. Tout d’abord, nous avons étudié l’implication de certaines PK dans
la phosphorylation du résidu Ser368 de la Cx43 et dans le maintien de la CIJC
dans des conditions basales.
4.1.1. La PKC est impliquée dans le maintien de la perméabilité des JC et de
la phosphorylation basale de la Cx43 en Ser368
Nos résultats montrent un lien étroit entre l’activité de la PKC et le
maintien d’un niveau de communication intercellulaire basal. Nos expériences de
scrape-and-load démontrent une chute significative de la CliC lors de l’inhibition
de la PKC. Cette chute semble être étroitement liée à la diminution de la
phosphorylation de la Cx43 en Ser368 puisque l’inhibition de la PKC avec
l’inhibiteur Gô6983 induit une chute rapide de la forme PCx43. En effet, après
seulement 5 minutes d’exposition à l’inhibiteur, on voit une diminution
significative de la phosphorylation de la Cx43 en Ser36$. La phosphorylation
n’est pas récupérée, même après 60 minutes.
Ces résultats sont en accord avec l’hypothèse de l’effet inhibiteur de la
déphosphorylation de la Cx43 sur l’activité des jonctions intercellulaires (54,
205). Cependant, nos études sur le rôle de la PKC dans l’activité des JC nous
indiquent que l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser368 et le fonctionnement
de la JC est loin d’être simple. En effet, nous avons trouvé que la stimulation de
102
la PKC avec le PMA, un stimulateur de PKC, induit une augmentation rapide et
soutenue de la phosphorylation de la Cx43 en Ser368, un effet évidemment
attendu. Cependant, nos études sur l’effet de la stimulation de la PKC sur la
communication intercellulaire ont démontré que la relation entre la
phosphorylation de la Ser368 et l’activité des JC est différente selon le temps
d’exposition des cellules à l’activateur de la PKC. À des temps de stimulation très
courts, le PMA augmente la phosphorylation de la Ser368 et la communication
intercellulaire. Par contre, lors de traitements plus longs, la phosphorylation de la
Cx43 en Ser368 est accompagnée de la diminution de la communication
interccllulaire. Donc, le même effet sur l’état de la phosphorylation de la Cx43 est
accompagné de deux effets opposés sur la communication intercellulaire. Ces
résultats mettent en évidence l’importance du facteur «temps » dans l’étude des
effets des cytokines.
De plus, ces résultats démontrent qu’il existe un équilibre délicat entre
l’activité de la PKC, la phosphorylation du résidu Ser36$ de la Cx43 et la CIJC.
Une activité minimale de la PKC serait nécessaire afin de garder un niveau
adéquat de PCx43, permettant ainsi aux JC d’être fonctionnelles dans des
conditions basales. Une phosphorylation basale de la Ser368 par la PKC semble
nécessaire pour le maintien de la CIJC (142). Par contre, il est possible qu’une
phosphorylation excessive ou trop prolongée induise un changement de
conformation de la Cx43 qui se reflète par une diminution de la CliC (149). Il est
aussi possible qu’un traitement prolongé avec le stimulateur de PKC induise la
phosphorylation d’autres acides aminés dans la molécule de Cx43 qui ne soit pas
détectée par l’anticorps que nous avons utilisé dans nos études. Le fait que nos
résultats montrent une corrélation entre l’état de phosphorylation de la Cx43 et
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I’ activité des CIJC suite aux manipulations de la PKC appuie la notion que la PKC
pourrait interagir directement avec la Cx43 (206).
4.1.2. La PKA est impliquée dans le maintien de la perméabilité des JC et de
la phosphorylation basale de la Cx43 en Ser36$
La stimulation dc la PKA par la fK ne cause pas de changement
significatif dans la CIJC et le taux de phosphorylation de la Cx43 en Ser368.
Cependant, l’inhibition de la PKA par le Kt5720 induit un effet biphasique sur
l’activité de CliC. Tout d’abord, après 5 minutes d’exposition à l’inhibiteur, on
voit une diminution significative de la CliC, bien que la PCx43 soit toujours à un
niveau normal. Par la suite, la CIJC est récupérée à un niveau comparable au
niveau basal tandis que la PCx43 est significativement déphosphorylée.
f inalement, après 60 minutes d’exposition, la CIJC diminue parallèlement à la
déphosphorylation de la PCx43.
Le résidu cible de la PKA dans la Cx43 est la Ser364 (207). Avec
l’anticorps que nous utilisons, qui est dirigé contre la Cx43 phosphorylée en
Ser36$, nous ne pouvons pas détecter si le résidu Ser364 est affecté. De plus, il
n’est pas encore connu si la PKA phosphoryle la Cx43 directement ou si elle agit
via l’activation d’une autre PK (207). La PKA doit donc jouer un rôle indirect
dans le maintien de la phosphorylation de la Cx43 en Ser368. La stimulation de la
PKA n’affecte pas la phosphorylation du résidu Ser36$ dans la Cx43. Par contre,
l’inhibition de l’enzyme conduit à la perte de la phosphorylation de cet acide
aminé. Il est possible que la PKA agisse sur un intermédiaire qui contrôle l’état
de phosphorylation de la Cx43 en Ser36$.
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Il est aussi possible que la PKA et la PKC agissent de façon séquentielle:
la phosphorylation de la Ser364 par la PKA pourrait permettre une
phosphosphorylation de la Ser368 par la PKC (142). La déphosphorylation de la
PCx43 observée lors de l’inhibition de la PKA pourrait être due à l’incapacité de
la PKC de phosphoryler la Ser368 quand la Ser364 n’est pas phosphorylée.
Puisque la PKA peut aussi phosphoryler et activer l’Inhibiteur-1, un inhibiteur dc
PPI (153), et que la PPI interagit avec la Cx43 (152), l’inhibition de la PKA
pourrait induire une activation de la PPI et donc une déphosphorylation dc la
Cx43. Nous avons démontré que la déphosphorylation de la PCx43 par
l’inhibition dc la PKC induit une perte de la communication intercellulaire.
Puisque nous ne voyons pas la même corrélation lors de l’inhibition de la PKA, il
s’ensuit que l’inhibition de cette PK a des effets sur d’autres régions de la Cx43
ou sur d’autres molécules pouvant interagir avec la Cx43 sans affecter la
communication intercellulaire.
4.1.3. Les ERKY/2 pourraient jouer un rôle dans le maintien de la
phosphorylation basale de la Cx43 en Ser368
L’inhibition des MEKI/2 par le U0126 induit la déphosphorylation de la
PCx43 après 30 minutes d’incubation. La protéine est ensuite rephosphorylée.
Ces résultats indiquent que la voie MAPK pourrait être impliquée dans le maintien
de la phopshorylation du résidu Ser368 de la Cx43. Cependant, vu la variation
minime de l’état de phosphorylation de ce résidu lorsque comparé à la variation
lors de l’inhibition de la PKC ou la PKA, il est possible que la voie MAPK soit
une voie secondaire. Puisque la voie MAPK induit la phosphorylation d’une
panoplie de protéines (révisé dans (202)), il est possible qu’un des substrats de la
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MAPK agisse sur l’état de phosphorylation de la Ser36$ de la Cx43. Dc plus, il
est connu que les MEK phosphorylent et activent certaines PP (20$). Chose
certaine, l’effet des ERKI/2 sur l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser36$
est indirect puisque les ERKI/2 phosphorylent les résidus Ser255, Ser279 et
Ser282 (136, 209, 210).
4.2. IMPACT À COURT TERME DU TNF-Œ SUR LA COMMUNICATION
INTERCELLULAIRE ENTRE LES CELLULES TtT/GF
4.2.1. Le TNf-Œ induit une diminution rapide et transitoire de la CIJC
Le TNF-o est produit en grande partie par des monocytes activés (211). Il
s’agit d’une cytokine proinflammatoire pléioptrope puisqu’elle a plusieurs effets
qu’elle exerce sur plusieurs types de cellules. Lors d’une réponse inflammatoire,
le TNF-x est la première cytokine à se retrouver dans la circulation sanguine
(193). Le TNF-Œ se retrouve sous forme soluble, ancré à la surface membranaire
ou fixé aux récepteurs du TNF-Œ (revue dans (192)). Dans l’hypophyse, le TNF
u induit une modulation de la production d’ACTH, de PRL, de GH et de TSH
(165). Les cellules FS de l’HA sont sensibles au TNF-cx et produisent I’IL-6 suite
à une stimulation. Les cellules FS et TtT/Gf possèdent des récepteurs au TNF
u de type 1(194).
La CIJC et la Cx43 sont affectées par le TNf-u. Cependant, l’effet de la
cytokine sur la CIJC et sur la modulation de la Cx43 semble dépendre du type de
cellules étudié et du temps d’exposition à la cytokine (196, 203, 212). Le but de
notre projet était d’étudier l’effet à court terme des cytokines sur la CIJC et
d’évaluer s’il y a un phénomène cause/effet entre la phosphorylation de la Cx43
en Ser36$ et la communication intercellulaire. Pour se faire, nous avons exposé
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les cellules TtT/Gf, notre modèle de cellules FS, à une concentration finale de
TNf-Œ de 20 nglrnL durant 15, 30 ou 60 minutes. Nos résultats d’expériences de
scrape-and-load indiquent que le TNf-Œ induit une diminution rapide de la CIJC.
Après 15 minutes de traitement, le niveau de CIJC est significativement plus bas
dans les cellules traitées que dans les cellules contrôles. Celle diminution est
transitoire puisqu’après 30 minutes de traitement, le niveau de CIJC remonte.
Cependant, la CliC n’est rétablie à un niveau normal qu’après 60 minutes de
traitement.
Nos résultats confirment, à travers les cellules TtT/Gf, que les cellules FS
de l’l-IA sont sensibles au TNF-Œ. De plus, nos résultats indiquent que le TNF-Œ
a la capacité de moduler la CliC à court terme. Cette modulation de la CIJC
pourrait être importante dans le contrôle de la sécrétion hormonale hypophysaire.
Les cellules FS forment un circuit dans l’HA permettant à l’information d’être
transférée à l’intérieur de l’hypophyse (30). Ce réseau d’intercommunication
faciliterait la synchronisation et la communication entre les différentes parties de
l’hypophyse (38). Les résultats de nos expériences sur la CIJC indiquent que le
TNF-Œ module le fonctionnement de la CIJC et que celle modulation petit se
produire à l’intérieur d’un délai très bref. Lors d’une inflammation, le TNf-Œ
pourrait agir comme modulateur de la sécrétion hormonale via la modulation de la
CliC entre les cellules FS de l’HA.
4.2.2. La diminution de la CIJC suite à un traitement avec le TNF-Œ corrèle
avec la déphophosphorylation de la Cx43 en Ser368
L’étape suivante du projet était d’évaluer la corrélation potentielle entre
l’effet du TNF-u sur la CIJC et l’état de phosphorylation de la Cx43. Pour ce
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faire, nous avons soumis les cellules TtT/GF au même traitement que pour les
expériences d’évaluation de la communication intercellulaire. Par la suite, nous
avons fait des Western blots avec deux anticorps un anticorps dirigé contre la
PCx43 et un autre dirigé contre la Cx43 totale. Suite à 15 minutes de traitement
avec le TNF-Œ, la PCx43 est significativement déphosphorylée. Après 30
minutes, la phosphorylation de la Cx43 en Ser36$ est récupérée. Le taux total de
Cx43 n’est pas affecté par le traitement, ce qui prouve que la diminution de la
PCx43 est due à la déphosphorylation de la protéine et non à sa dégradation. La
déphosphorylation et rephosphorylation de la Cx43 induites par le TNF-o sont
concomitantes à la diminution/récupération de la communication intercellulaire
causée par la cytokine. Ces résultats démontrent que l’état de phosphorylation de
la Cx43 en Ser36$ pourrait être, du moins en partie, responsable des effets à court
terme du TNF-Œ sur la communication intercellulaire dans les cellules FS.
4.2.3. Participation des PP et des PK dans l’effet du TNF-a sur la CIJC et sur
la phosphorylation de la Cx43 en Ser36$
Puisque le TNf-Œ induit initialement la déphosphorylation de la Cx43 en
5er368 dans nos conditions expérimentales, nous avons étudié l’implication de
différentes PP dans la modulation de la phosphorylation de la Cx43 suite au
traitement avec cette cytokine. Nous avons prétraité les cellules TtT/GF avec des
inhibiteurs de différentes PP. Afin d’inhiber les PPI et PP2A, nous avons utilisé
l’acide okadaïque à une concentration finale de 200nM et à une concentration
finale de lOnM afin d’inhiber uniquement la PP2A. De plus, nous avons traité les
cellules avec la cyclosporine A afin d’inhiber la PP2B. Nos résultats démontrent
que la PP2A, la PP2B et possiblement la PPI bloquent l’effet du TNF-Œ sur l’état
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de phosphorylation dc la Cx43 et donc ces phosphatases seraient impliquées dans
la déphosphorylation de la Cx43 en Ser36$ induite par le TNF-cx. De plus, les
expériences de scrape-and-load indiquent que lorsque ces PP sont inhibées, la
diminution de la CliC par le TNF-a est aussi inhibée.
Ces résultats démontrent qu’à court terme, le TNF-Œ diminue la CliC via
la déphosphorylation de la Cx43 en Ser368 suite à l’activation des voies de
signalisation impliquant la PP2A, la PP2B et possiblement, la PP1.
La déphosphorylation dc la Cx43 induite par l’exposition à court terme au
TNF-Œ est suivie par la rephosphorylation de la Cx43 en Ser36$. Ceci indique
qu’une ou plusieurs PK sont activées afin de rétablir le taux de phosphorylation de
la Cx43. Par conséquent, nous avons cherché quelles étaient les PK qui pourraient
être impliquées dans ce phénomène. Nous avons prétraité les cellules TtT/Gf
avec des inhibiteurs spécifiques de PKA, de PKC et de MEKJ/2 avant de
soumettre les cellules à un traitement au TNf-oe En plus du fait que la PKC est
importante dans le maintien d’un taux basal de phosphorylation de la Cx43 en
Ser36$, nos résultats indiquent que la PKC joue un rôle dans la rephosphorylation
de la Cx43 après un traitement avec le TNF-Œ. La PKA et les MEKJ/2 pourraient
influencer la déphosphorylation de la Cx43 en Ser368 médiée par le TNF-o.
Puisqu’il est impossible durant le cours d’une maîtrise d’étudier en détail
toutes les molécules impliquées dans une voie de signalisation, nous nous sommes
concentrés sur l’étude de la participation de la PP2A et de la PKC dans les voies
de signalisation activées par l’exposition des cellules au TNF-Œ. Nous avons
entrepris des expériences d’immunofluorescence afin d’analyser les
compartiments subcellulaires où la déphosphorylation de la Cx43 avait lieu. Dans
des conditions contrôles, la Cx43 phosphorylée en Ser36$ est principalement
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associée à la membrane plasmique et aux régions de contact entre les cellules. Par
contre, la Cx43 non-phosphorylée en Ser36$ s’accumule dans la région
périnucléaire, ce qui est en accord avec la proposition que la phosphorylatïon de la
Cx43 se produit à la membrane plasmique ou lorsqu’elle est en route vers la
membrane (213). Le traitement au TNF-a cause la diminution du marquage dans
la région membranaire et cytosolique. La rephosphorylation de la Cx43 en Ser36$
après 30 minutes de traitement a lieu surtout à la membrane plasmique et aux
endroits de contacts intercellulaires. Nous avons étudié ce phénomène de plus
près. La littérature indique que les molécules de Cx43 qui forment des JC
demeurent insolubles dans le Triton X-100 1% (77). Les résultats de nos Western
blots démontrent que la PCx43 est significativement déphosphorylée dans les
fractions Triton X-100-insolubles et Triton X-100-solubles après 15 minutes
d’exposition au TNF-u, ce qui confirme nos résultats d’immunofluorescence. Par
contre, la rephosphorylation de la Cx43 a lieu préférablement dans la fraction
Triton X-100-insoluble, c’est-à-dire, dans les molécules de Cx43 associées aux
JC.
Puisque la Cx43 est déphosphorylée et rephosphorylée suite au traitement
au TNF-Œ, les molécules de Cx43 doivent interagir avec des phosphatases et/ou
des kinases. Nos études sur la distribution de la PP2A et la PKC dans ces
fractions sous-cellulaires montrent que dans la fraction Triton X-100-insoluble, le
niveau de PP2A active (sous-unité catalytique) augmente significativement après
I 5 minutes de traitement et demeure plus élevé durant tout le traitement au TNf-c
que dans les cellules contrôles. Cette augmentation de la «quantité » de PP2A
pourrait expliquer la déphosphorylation de la Cx43 assemblée en JC après 15
minutes de traitement avec le TNF-a. En effet, il est connu qu’une des façons
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« d’activer» les phosphatases est d’augmenter l’association de la sous-unité
catalytique avec les cibles potentielles (voir introduction).
Cependant, nous avons aussi observé une augmentation significative de la
PKC-u dans la fraction Triton X-100-insoluble après 15 minutes d’exposition au
TNf-x. Le niveau de PKC reste élevé durant toute l’expérience. La PKC
phosphoryle directement la Cx43 en Ser368 (127). Le fait que le niveau de PKC
augmente après 15 minutes de traitement avec le TNF-a mais que le niveau de
PCx43 augmente après 30 minutes semble contradictoire. Puisque la PP2A
pourrait être requise pour la déphosphorylation des substrats de la PKC (214) et
que la PP2A pourrait interagir avec la Cx43 (152), il est possible que dans nos
conditions expérimentales, l’augmentation de la PP2A induise une
déphosphorylation transitoire de la Cx43 en Ser368. La PP2A pourrait agir plus
rapidement ou avoir plus d’accessibilité à la Cx43 que la PKC, ce qui expliquerait
le délais dans l’action de la PKC. Ce délai peut aussi être expliqué par le fait que
la PP2A pourrait agir comme inhibiteur de PKC (157). Puisque la PKC
déphosphorylée est inactive, nos résultats indiquent que le TNf-Œ a un effet direct
sur les JC déjà formées et que cet effet implique au moins la PP2A et la PKC.
En réponse à une stimulation extracellulaire, la PKC peut être transportée
d’un compartiment sous-cellulaire à un autre (215). De plus, la PKC colocalise
souvent avec son substrat (216). Lors d’expériences de microscopie confocale,
nous voyons une colocalisation de la PKC et de la Cx43 suite à un traitement des
cellules TtT/GF avec le TNF-Œ durant 15 et 30 minutes. II semblerait que la PKC
est recrutée à la membrane plasmique après un traitement avec le TNF-Œ. La
PP2A colocalise avec la Cx43 en région périnucléaire et près de la membrane
plasmique dans les conditions contrôles et après 15 et 30 minutes d’exposition au
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TNF-Œ. Il semblerait qu’un traitement à court terme avec le TNF-u induit une
déphosphorylation de la PCx43 par la PP2A et que la Cx43 est ensuite
rephosphorylée par la PKC. Afin de clarifier l’interaction de la PKC et la PP2A
avec la Cx43, nous faisons présentement des expériences d’immunoprécipitation.
4.3. IMPACT À COURT TERME DE L’IL-1f3 SUR LA COMMUNICATION
INTERCELLULAIRE ENTRE LES CELLULES TtT!GF
4.3.1. L’IL-13 induit une diminution rapide et transitoire de la CIJC
L’1L-1 est une cytokine proinflammatoire qui joue un rôle important dans
la réponse aux infections (217). Des expériences d’ELISA ont démontré que dans
conditions physiologiques, FIL-1f3 peut se trouver dans l’HA (21$). Dc plus,
l’IL-IR, le récepteur de l’IL-l, est distribué de façon homogène dans l’HA
(219). L’IL-1J3 module la sécrétion hormonale hypophysaire, en particulier, la
sécrétion d’ACTH et de FSH (49, 165, 187, 220, 221). L’effet qu’exerce l’IL-1J3
sur la sécrétion hormonale se ferait via les cellules FS. En réponse à l’IL-1j3, les
cellules FS sécrètent l’IL-6, une cytokine antiinflammatoire qui module la
sécrétion hormonale (187, 222). De plus, l’IL-1f3 induit des changements dans la
CIJC, un phénomène qui serait central à la réponse des cellules à la cytokine.
L’effet de I’IL-1f3 sur la CIJC dépend du temps d’exposition des cellules à la
cytokine ainsi que du type cellulaire étudié (18$, 212). Dans notre laboratoire,
nous avons démontré qu’une incubation de plus d’une heure avec l’IL-1f3 induit
une augmentation du niveau de CIJC et du turnover de la Cx43 (203). Nous avons
poursuivi l’étude en étudiant l’effet de l’IL-113 à court terme sur la CIJC entre les
cellules TtT/GF.
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Lorsque les cellules TtT/GF sont exposées à l’IL-lf3 durant des temps
courts, la communication intercellulaire diminue de façon rapide et transitoire, ce
qui démontre que l’IL-l f3 a des effets différents sur la CliC entre les cellules
TtT/GF selon le temps d’exposition. Une exposition de courte durée induit une
diminution de la communication cellulaire, qui est récupérée par la suite. À des
temps d’exposition au-delà de 60 minutes, le niveau de CliC est augmenté
d’avantage (203). Puisqu’à des temps d’incubation plus longs l’augmentation de
la CIJC reflète une modulation de la synthèse et de la dégradation de la Cx43
(190), nous nous sommes penché sur l’étude des changements de l’état de
phosphorylation de la Cx43 dans les effets à court-terme de l’IL-l f3.
4.3.2. La diminution de la CIJC et l’état de phosphorylation de la Cx43
Afin d’établir s’il y avait une corrélation entre la diminution de la CIJC et
l’état de phosphorylation de la Ser368 de la Cx43, nous avons traité les cellules
avec l’IL-lf3 et évalué le taux de phosphorylation de la Cx43 avec un anticorps
contre la PCx43. Nous avons observé une diminution du taux de phosphorylation
de la protéine après 30 minutes d’exposition à l’IL-lf3. La phosphorylation était
ensuite récupérée après 60 minutes d’incubation. Tout au long de l’expérience, le
niveau de Cx43 total n’a pas varié de façon significative. Nous pouvons donc
affirmer qu’une exposition à court terme à l’IL-lf3 induit la déphosphorylation
transitoire de la Cx43 en Ser36$.
Par la suite, nous avons étudié l’implication de certaines PK dans la
rephosphorylation de la Cx43 suite au traitement avec l’IL-J f3. Nous avons inhibé
la PKC, la PKA ou les MEKI/2 avant de traiter les cellules TtT/Gf avec l’IL-lf3.
D’après nos résultats de Western blot, la PKC serait impliquée dans la
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rephosphorylation de la Ser36$ après 60 minutes de traitement. L’inhibition de la
PKÀ précédant le traitement avec l’IL-1j3 inhibe complètement la
déphosphorylation de la Cx43 causée par FIL-1j3. Les MEKI/2 n’affectent pas
significativement la déphosphorylation initiale et la rephosphorylation de la Cx43
en Ser368 induites par l’IL-1F3.
À l’aide d’imrnunofluorescence, nous avons analysé la localisation
intracellulaire de la PCx43 durant le traitement à l’IL-1f3. Dans les cellules
contrôles, la PCx43 se retrouve surtout à la membrane plasmique aux endroits de
contacts cellulaires et en région périnucléaire. Lors d’une exposition de 30
minutes à l’IL-113, le marquage disparaît pratiquement de la membrane plasmique.
Après 60 minutes de traitement, la PCx43 réapparaît en région périnucléaire et à la
membrane plasmique. Nos résultats démontrent qu’un traitement à l’IL-1 induit
principalement la déphosphorylation transitoire de la PCx43 associée à la
membrane plasmique et aux contacts intercellulaires.
Pris ensemble, ces résultats démontrent que l’IL-1f3 induit une réponse
rapide dans les cellules FS. L’IL-1J3 peut affecter le fonctionnement des JC en
aussi peu que 15 minutes. À un temps si court, il semblerait qu’un mécanisme
autre que l’état de phosphorylation de la Ser36$ de la Cx43 entre en jeu afin
d’induire une diminution de la CIJC. Cependant, lors d’un traitement de 30
minutes avec l’IL-113, le niveau de PCx43 chute significativement et la CIJC n’est
toujours pas rétablie. Nos résultats indiquent que la PKA et la PKC joueraient un
rôle central dans les changements de l’état de phosphorylation de la Ser368 de la
Cx43 induits par l’IL-l f3. En effet, il a été rapporté que la PKA est impliquée
dans le maintien de la phosphorylation basale de la Cx43 possiblement via la
phosphorylation de la Ser364, induisant un changement conformationnel
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permettant à la PKC de phosphoryler la Ser368. De plus, la PKA et la PKC sont
tous deux impliquées dans le maintien de la perméabilité basale des JC (142). Vu
la relation étroite entre ces PK et la déphosphorylation tardive de la Cx43 suite à
un traitement avec l’IL-fl3, il est possible que l’IL-1F3 inhibe la PKA.
L’incapacité de la PKA de phosphoryler la Cx43 induirait une diminution rapide
de la CliC et l’inaccessibilité de la Ser368 à la PKC. Ceci entraînerait une
diminution de la forme PCx43 et possiblement le maintien de la CliC diminuée
puisqu’une phosphorylation basale de la Ser368 semble être importante pour le
fonctionnement de la JC (75).
Cependant, plusieurs chercheurs affirment que IIL-1f3 active la PKA et la
PKC (223, 224). Nous pouvons avancer une deuxième hypothèse. Si dans notre
modèle l’IL-113 active la PKA, il est possible que la PKA, à son tour, active une
PP. En particulier, la PKA pourrait activer la PP2B (161). De même, la PKC
activée pourrait à son tour activer une PP, soit la PP2A (158). De cette manière,
les P? auraient comme effet de déphosphoryler la 5er368 de la Cx43. De plus,
cette hypothèse pourrait expliquer la diminution rapide de la CIJC sans la
diminution de la PCx43 après 15 minutes d’exposition à l’IL-1f3. La PKA active
aurait comme signal d’activer la PP2B au lieu de phosphoryler la Cx43 en un
résidu autre que la Ser36$, entraînant ainsi un manque de phosphorylation d’un
résidu important pour la perméabilité basale de la JC.
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4.4. IMPACT À COURT TERME DE L’IFN-y
4.4.1. L’IFN-y induit une diminution de la CIJC
L’IFN-’y est une cytokine de classe Thi (cytokine produite par les cellules
Thi). Elle agit généralement sur les macrophages, induisant la production de
plusieurs cytokines dont l’IL-1f3 (225). L’IFN-y agirait sur les cellules de l’HA.
Des recherches démontrent que lors de l’exposition de cellules de culture primaire
d’HA à l’IFN-y, la sécrétion d’ACTH, de GH et de PRL est diminuée (226). Cet
effet semble dépendre de la présence de cellules FS puisque dans les populations
de cellules primaires ayant très peu de cellules fS, l’effet négatif de l’IfN-’y sur la
sécrétion hormonale ne se manifeste pas (174). L’IFN-y pourrait donc jouer un
rôle dans la régulation paracrine intrahypophysaire via les cellules f S. Puisque
les cellules FS forment un réseau de communication via les jonctions
communicantes et que cette communication est essentielle pour le contrôle de la
sécrétion hormonale, nous avons évalué l’effet de l’IFN-’y sur la CIJC entre les
cellules fS.
Nos résultats d’expériences de scrape-and-load démontrent que
l’exposition des cellules FS à l’IFN-’y durant 15 minutes induit la diminution de la
CliC en comparaison aux cellules contrôles. Bien que la CIJC soit récupérée
après 30 et 60 minutes d’exposition à la cytokine, le niveau de CliC entre les
cellules traitées demeure inférieur à celui des cellules contrôles. Ces résultats
confirment que l’IFN-y affecte les cellules FS. De plus, ces résultats nous offrent
une preuve que l’IfN-y a un effet négatif rapide et transitoire sur la CIJC entre les
cellules FS.
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4.4.2. La diminution de la CIJC par l’IfN-y ne dépend pas des changements
de l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser36$
Nous avons ensuite étudié le lien entre l’état de phosphorylation de la
Ser368 de la Cx43 et la diminution de la CIJC puisque nos résultats précédents ont
démontré une corrélation entre l’état de phosphorylation de cet acide aminé et le
niveau de CIJC. Cependant, nous n’avons trouvé aucune fluctuation significative
de la PCx43. De plus, nos résultats démontrent qu’à court terme, I’IFN-y n’a
aucun effet sur la distribution de la PCx43. Il en découle donc que l’effet de
FIFN--y sur la communication intercellulaire ne se fait pas par un changement de
l’état de phosphorylation dc la Cx43 en Ser368 ni par un changement dans la
localisation intracellulaire de cette forme phosphorylée.
Puisque nous ne pouvions évaluer que la phosphorylation de la Cx43
spécifiquement sur le résidu Ser368, il ne nous est pas possible d’évaluer une
phosphorylation dans d’autres résidus de la Cx43. Il est possible que l’IFN-y
active une voie de signalisation impliquée dans la phosphorylation ou la
déphosphorylation d’un résidu autre que la Ser368 causant ainsi une perturbation
dans les jonctions communicantes et la CIJC. De plus, bien qu’il soit clair que les
JC dans les cellules TtT/GF contiennent la Cx43, nous ne savons pas si les Cxons
sont hétéromériques ou homomériques. Il est donc possible que la Cx43 ne soit
pas impliquée dans la réponse à court terme des cellules fS à l’IFN-y.
Bien que l’IFN-y soit synthétisé dans l’HA et qu’il agisse sur les cellules
FS (révisé dans (164)), son mécanisme d’action reste inconnu. Cependant, dans
d’autres types cellulaires, FIFN-y peut activer diverses PK (227). L’effet de
l’IFN-y sur la communication cellulaire pourrait donc impliquer, entre autre, la
PKC ou la PKA.
5. CoNcLusioN
Dans cette étude, nous avons démontré que les cellules FS de l’HA
peuvent réagir de façon très rapide à un stimulus pro-inflammatoire. L’exposition
des cellules TtT/Gf au TNf-Œ, à l’IL-1j3 ou à l’IfN-7 induit une diminution
rapide et transitoire de la CliC, ce qui nous permet de suggérer que les cellules fS
seraient un élément important dans la régulation de la sécrétion hormonale
hypophysaire via leur capacité de communication interceltulaire. De plus, nos
résultats démontrent que la Ser362 de la Cx43, bien qu’importante dans le
fonctionnement des canaux des JC (149, 228), n’est pas le seul résidu qui pourrait
être phosphorylé afin de réguler la CIJC puisqu’un traitement à court terme avec
l’IFN-y induit une diminution significative de la CliC sans altérer l’état de
phosphorylation de la Cx43 en Ser36$ ni sa localisation intracellulaire.
La réponse des cellules FS lors d’une inflammation semble impliquer une
panoplie de PK et de PP. En réponse à une exposition à l’lL-fl3, la Cx43 est
déphosphorylée rapidement à la membrane plasmique indiquant que l’IL-1f3
pourrait agir sur la Cx43 déjà assemblée en jonctions. La déphosphorylation de la
Cx43 suite à une exposition à l’IL-1f3 dépendrait de la PKA et des ERKI/2, mais
ces PK auraient un rôle indirect possiblement via l’activation des PP (161, 208).
Cependant, l’état de phosphorylation de la Cx43 en Ser36$ n’est pas le seul
facteur sur lequel dépend la diminution de la CIJC suite à une exposition des
cellules fS à l’IL-1f3 puisque le niveau de CliC diminue initialement sans qu’il y
ait de modification dans la phosphorylation de la Ser362. Tout de même, la
déphosphorylation de la Cx43 semble empêcher la récupération de la CliC.
La réponse des cellules FS au TNf-Œ est semblable à leur réponse à l’lL
I f3. Cependant. la déphosphorylation de la PCx43 suite à une exposition au TNF
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a est beaucoup plus rapide comparée à la déphosphorylation lors d’un traitement
avec l’IL-113. La déphosphorylation de la Cx43 lors d’une exposition à court
terme au TNF-a implique la PP2A, la PP2B et possiblement la PPI. De plus, ces
PP sont impliquées dans la diminution de la CIJC via la déphosphorylation de la
Cx43.
La déphosphorylation de la PCx43 suite au traitement avec le TNf-Œ
semble être concentrée dans la fraction Triton X-100-insoluble des cellules
TtT/Gf, une fraction où l’on retrouve les JC assemblées en plaques. Nos résultats
démontrent que la PP2A et la PKC sont impliquées dans le changement de l’état
de phosphorylation de la Cx43 en Ser368 dans les cellules FS suite à une
exposition à court terme au TNf-Œ.
Nous entreprenons présentement des expériences d’immunoprécipitation
afin de clarifier l’interaction entre la Cx43, la PP2A et la PKC. Il serait
intéressant, par la suite, d’étudier l’interaction d’autres PK et PP avec la Cx43
ainsi que les changements de l’état de phosphorylation d’autres résidus de la
Cx43. Finalement, des expériences nous permettant de voir les changements
conformationnels des JC suite à tous ces stimuli offriraient une perspective
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